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Das Bild des Zelltodes bei verschiedenen Meeresalgen 


Von 
Richard Biebl 


Aus der Station Biologique de Roscoff und dem Pflanzenphysiologischen Institut 
der Universitat Wien 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 4. Marz 1958) 


Einleitung 

Bei der Bestimmung der Grenzen der Kalte-, Warme-. Hypo- und 
Hypertonieresistenz von iiber fiinfzig Griin-, Braun- und Rotalgen der 
bretonischen Kiiste (Bie b1| 1958) ist ein grobes Beobachtungsmaterial iiber 
Absterbebilder angefallen. Dieses erméglicht eine Betrachtung dar- 
iiber anzustellen, ob die bei den einzelnen Algen zu beobachtenden verschie- 
denen Todesbilder wesentlich von der Todesursache abhingen oder ob sie 
nicht viel mehr von den Arteigenschaften der betreffenden Algen, von Zell- 
form, Membranbau und plasmatischen Eigentiimlichkeiten bestimmt werden. 

Die Absterbevorgiange selbst, die allmahlichen nekrobiotischen Verande- 
rungen von Plasma, Plastiden, Zellkernen oder sonstigen EinschluBkérpern, 
wie sie schon lange das Interesse der Zellphysiologen erregt haben (Zu- 
sammenfassungen dlterer Literatur bei K iis ter 1929, 1937, Lepeschkin 
1937), wurden nicht verfolgt. Verglichen wurde lediglich das Aussehen der 
nach Uberschreitung der Resistenzgrenzen durch Kalte, Warme, verdiinntes 
und konzentriertes Seewasser vollstindig abgetéteten Zellen. Beschreibun- 
gen der Absterbevorgange verschiedener Meeresalgen in hypo- und hyper- 
tonischem Seewasser finden sich bei Héfler 1931 und Biebl 1937 a. 

Das Studium von Absterbebildern pflanzlicher Protoplaste wurde 
besonders von Héfler (1939) angeregt und hat schon reiche Ergebnisse 
gezeitigt (z.B. Ganzinger 1938, Schindler 1938 a, b, H6fler 1947). 
Es zeigt sich dabei immer wieder, da das Todesbild einer bestimmten 
Tétungsart bei verschiedenen Pflanzen recht verschieden aussehen kann. 
Naheliegend ist dies bei Verwendung von Lésungen tédlich schadigender 
Schwermetallsalze. Mit diesen kénnen die Inhaltsstoffe der Zellen, vor allem, 
des Zellsaftes. verschiedenste Fallungen und Farbungen hervorbringen. So 
beschreibt Schindler (1943) in den AuRenepidermen der Zwiebelschuppe 
von Allium cepa in Kobalinitrat gelbe, in Kobaliazetat griine und in 
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Kupferchlorid dunkelbraun gefirbte Niederschlige. Versuche mit Vanadyl- 
sulfat (Bie b1] 1950) an Epidermen einer groBen Zahl verschiedener Bliiten- 
pflanzen zeigten, daB die tédlichen Vanadiumkonzenirationen auf die 
Protoplaste mancher Pflanzen ausgesprochen ,,fixierend™ wirken, d.h. das 
tote Plasma ist fein koaguliert und der Zellinhalt wenig verindert. Bei 
anderen ist zusiitzlich der Zellkern braunlich verfarbt. Bei anthokyan- 
haltigen Zellen kann es sein, daB der gefiarbie Zellsaft austritt und sich die 
toten Zellen entfairben, wahrend bei anderen Pflanzen nach dem Absierben 
in den anthokyanhaltigen Zellen Entmischungen bzw. Trépfchen-. Kliimp- 
chen- oder Kriimelniederschliige auftreten. SchlieBlich kénnen auch bei 
farblosen Zellen verschieden farbige tropfige oder kérnige Niederschliige 
aufireten. 

Lassen sich diese durch Vanadylsulfat an verschiedenen Pflanzen her- 
beigefiihrten verschiedenartigen Todesbilder durch den verschiedenen Che- 
mismus der Zellen und die damit verbundenen verschiedenartigen Reak- 
tionen mit dem Vanadium erkliren. so ist eine solche Deutung z. B. fiir 
das verschiedene Aussehen des Trockentodes der Zellen verschiedener Pflan- 
zen nicht mehr méglich. Fiir Laubmoos- und Rotkrautzellen hat [lyin 
(1933), fiir einige Meeresalgen Bie b | (1938), fiir viele Anthophytenzellen 
Kitz (1939) und fiir etwa achtzig Lebermoosarten Hofler (1942, 1945, 
1946, 1947) derartige Bilder des Trockentodes beschrieben. H 6f le r (1947) 
unterscheidet bei den Lebermoosen nach der Art der Anordnung des toten 
Protoplasten Schrumpfnekrosen, Ralhmennekrosen und Saumnekrosen und 
schreibi: ..Das morphologische Geschehen bei der Trockennekrose ist fiir die 
einzelnen Arten in gewissen Grenzen reproduzierbar. Die Absterbebilder 
sind daher auch geeignet. unterscheidende plasmatische Artcharaktere abzu- 
ceben.* 

Steht somit das bei verschiedenen Pflanzenarten je nach Plasmabeschaf- 
fenheit verschiedene Todesbild bei einer bestimmten Té6tungsart auBer 
Zweifel, so liegen. wenn wir von den verschiedenen Todesbildern nach Ein- 
wirkung chemischer Substanzen absehen. noch verhaltnismafBig wenig ver- 
gleichende Angaben dariiber vor, wie die Absterbebilder einer bestimmten 
Pflanzenzelle bei verschiedenen, nicht chemischen Tétungsarten aussehen. 
Ein Beitrag zu dieser Frage soll vorliegende Mitteilung sein. 

Es wird im folgenden fiir jede der untersuchten Algen mit wenigen 
Worten das Aussehen der durch Kailte, Warme, hy po- und hyper- 
tonisches Seewasser getédteten Zellen beschrieben werden. Auf 
Resistenzunterschiede verschiedener Zellen eines gegebenen Algenthallus im 
Sinne der protoplasmatischen Anatomie Webers (1929. Reuter 1955), 
wie sie vor Jahren auch fiir einige Rotalgen beschrieben wurden (Bieb| 
1937 b). wird nicht eingegangen. 

Der Ubersichtlichkeit der Darstellung wegen sollen die Todesbilder ge- 


ordnet werden nach ihrem charakieristischen cytomorphologischen Aus- 


sehen. Dieses erweist sich namlich — das Ergebnis vorwegnehmend in 
der Tat fiir die einzelne Alge bei allen diesen vier untersuchten Tétungs- 
weisen als weitgehend ahnlich, fiir verschiedene Algenarten jedoch als sehr 
verschieden. 
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Die Uniersuchung wurde im Sommer 1957 an der Station Biologique de 


Roscoff (Finistére, Frankreich) durchgefiihrt. Den Herren der Station, vor 
allem ihrem Direktor Professor Dr. Georges Teissier, sei auch hier noch 
einmal herzlich fiir die entgegenkommende Aufnahme gedankt. 


Material und Methode 


Wie in der vorangegangenen, dkologisch orientierten Arbeit iiber die 
Grenzen der Kilte-, Wiairme-. Hypo- und Hypertonieresistenz (1958) wurde 
das untersuchte Algenmaterial durch die tatkraftige Hilfe von cand. phil. 
Julius Ernst (Wien-Paris) tauchend an den natiirlichen Standorten ge- 
sammelt. Beziiglich genauer Standortangaben wird auf die oben angefiihrte 
Arbeit verwiesen. Desgleichen sind dieser die Resistenzgrenzen der einzel- 
nen Algen zu entnehmen. Im folgenden wird das Todesbild bei einer will- 
kiirlich gewahlten, tédlich schidigenden Temperatur bzw. Seewasserkon- 
zentration, die jeweils angefiihrt ist, beschrieben. 

Zur Durchfiihrung der Kilteversuche standen zwei Kaltekammern zur 
Verfiigung, die auf — 8°C (Seewasser in den die Algenproben enthalten- 
den weithalsigen Glasflaschchen gefroren) und — 2°C (Seewasser noch nicht 
eefroren) einreguliert waren, sowie Kalteschranke mit Temperaturen von 
+3, +5 und + 79°C. Der Wairmetod wurde durch Einhangen der in Flasch- 
chen mit Seewasser liegenden Algen in wassergefiillte Glasbecken herbei- 
gefiihrt, deren Wasser durch Einhingethermostaten (.. Thermomix™ der Fa. 
Braun-Melsungen, Westdeutschland) auf + 24, +27, +30 und + 35°C 
erwarmt wurde. Die Hypo- und Hypertonieresistenz wurde durch Ein- 
legen der Algenproben in Serien weithalsiger, mit den verschiedenen See- 
wasserverdiinnungen bzw. -konzentrationen gefiillten Glasflaschchen be- 
siimmt. 0.2 Seewasser bedeutet z. B. eine Mischung von 2 Teilen Seewasser 
mit 8 Teilen dest. HeO, 1.7 Seewasser eine Mischung von 7 Teilen auf das 
halbe Volumen (2.0 S. W.) eingedampftem Seewasser mit 3 Teilen normalem 
Seewasser (1,0 S. W.). Einwirkungsdauer der hypo- und hypertonischen 
Lésungen 24 Stunden, Einwirkungsdauer der Temperaturen 12 Stunden. 
Die bei — 8° C fest eingefrorenen Proben wurden bei + 3° C aufgetaut und 
anschlieBend bei Zimmertemperatur (ca. 20°C) untersucht. 

Die Nomenklatur und systematische Zuordnung der Versuchsalgen folgi 
dem ..Inventaire de la Flore Marine de Roscoff* von Feldmann (1954). 


Die Todesbilder 


1. Starke Membranquellung und verklumpie, zu einer 
briunlichen, wein- oder fleischrot verfarbten Masse 
zusammengedrangte Protoplaste 


Dieses Todesbild findet sich unter den Rhodophyceen vor allem in den 
kleinen, plastidenfiihrenden Rindenzellen, die die grofzelligen, mehrschich- 
tigen. etwas ledrigen Thalli der Kallymeniaceen (Cryptomeniales) 
beiderseits begrenzen. Im Leben liegen die Plastiden den ungequollenen 
Zellwainden an. Trotz der Kleinheit der Zellen (bei Callophyllis laciniata 

26* 
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sind die Durchmesser der Zellen in der Aufsicht 3:5 bis 5:8 u) sind die 

toten, von hell gequollenen Membranen umgebenen Zellen mit ihren un- 

differenziert, beinahe homogen zusammengebackenen Protoplasten sehr 

leicht zu erkennen. 

Callophyllis laciniata: Kiailte: —8°C. Zusammengeklumpter Zellinhalt, 
gequollene Zellwande, Thallus weinrot verfarbt. Warme: + 30°C. 
Ebenso. Hy potonie: 0.3 S.W. Ebenso. Hy pertonie: 1,7 5S. W. 


Abb. 1. Rhodymenia palmata. Links: lebend. Rechts: Wirmetod in + 30°C nach 
24 Stunden. 


Ebenso. — Auch direktes Sonnenlicht. 1 Stunde, ruft an den ent- 


sprechenden Zellen von Callophyllis marginifructa ahnliche Todes- 
bilder hervor (Abb. Bie b1 1956, S. 73). 


Kallymenia reniformis: Kialte: —8°C. Gequollene Membran, zusam- 
mengeklumpter Protoplast. Wiarme: + 30°C. Ebenso. Hy potonie: 
0.14 S.W. Ebenso. Hy pertonie: 1,9 S.W. Ebenso. 


Kallymenia armoricana: Kiailte: —8°C. Gequollene weifke Membran. 
mehr oder minder homogen zusammengeballter Zellinhalt. Warme: 
+ 30°C. Ebenso. Hy potonie: 0.3 5.W. Ebenso. Hy pertonie: 
Ebenso. 

Meredithia microphylla: Kalte: —8°C. Gequollene Membran, zusam- 
mengeklumpter Protoplast. Warme: + 30°C. Ebenso. Hy potonie: 
0.1 5. W. Ebenso. Hy pertonie: Ebenso. 
Ahnlich sind auch die Todesbilder der kleinen plastidenfiihrenden Rin- 

denzellen der analog gebauten, dickledrigen Dumontiacee (Crypto- 

meniales). 
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Dilsea carnosa: K ilte: —8°C. Membran hell gequollen, Zellinhalt dun- 
kel, undifferenziert, zusammengeklumpt. Warme: + 35°C. Ebenso. 
Hypotonie: 0,3 5.W. Ebenso. Hy pertonie: 2,0 S.W. Wahr- 
scheinlich noch nicht véllig getétet. Membran noch nichi so stark ge- 
quollen und Plastiden noch mehr an den Rand gelagert. 

Gleichartige Todesbilder finden sich weiters bei den Rhody me ni- 
aceen (Rhodymeniales). Auch hier beschrinkte sich die Beobachtung auf 


Abb. 2. Catenella repens, Links: lebend. Rechts: Hypotonietod in dest. H,O. 
(Teilweise abgestorbener Thallus.) 


die kleinen, plastidenfiihrenden Zellen der Ober- und Unterseite der mehr- 
schichtigen, ledrigen Thalli. Die Zellen sind im allgemeinen etwas gréBer 
als bei den bisher angefiihrten Formen. Die Durchmesser in der Aufsicht 


schwanken von etwa 8:84 bis 11:18 uv. 


Rhodymenia palmata: Kalte: —8°C. An den Rand gedringte, wahr- 
scheinlich verklebte Plastiden, Membranen etwas gequollen (vermutlich 
noch unvollkommene Nekrose). Wairme: + 30°C. Zusammengeklump- 
ier Protoplast, gequollene Membran (Abb. 1). Hy potonie: 0.2 S. W. 
Gleiches Todesbild. Gelegentlich etwas abgehobene Protoplaste. 
Hy pertonie: 3,0 S. W. Schwache Membranquellung, Plastiden noch 
an den Zellrand gelagert. Wahrscheinlich noch nicht abgeschlossene 


Nekrose. 


Rhodymenia_ pseudopalmata: Kialte: —8°C. Zusammengeklumpter 
Protoplast ohne Einzelheiten, gequollene Membran. W irme : + 35°C. 
Ebenso. Hy potonie: 0.2 S. W. Ebenso. Protoplaste manchmal etwas 
abgehoben. Hpertonie: 2,0 S.W. Ahnliches Todesbild. 
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Von der zu den Phyllophoraceen (Gigartinales) gehérigen 
Stenogramme interrupta liegt nur eine Notiz iiber das Todesbild bei 

W irme vor: + 35°C. Zellinneres vollkommen erfiillt von dem struk- 

turlos zusammengeklumpten Protoplasten. Membranen gequollen. 

Zu den Rhabdoniaceen (Gigartinales) zahlt die iiberaus resistente, 
die obersten Standorte der Gezeitenzone einnehmende, kleine, opuntien- 
artig gegliederte 
Catenella repens: Kilte: —8° C. Lebend. Wairme: + 35°C. Bei 

schwacher VergréBerung erscheint die Oberflache der opuntienartig ge- 

gliederten Thallussprosse wie punktiert. Die starke VergréBerung zeigt, 
daB die Membranen der 
in der Aufsicht 6 : 8 bis 

8:10 groBen Zellen 

der Thallusoberfliche 

stark gequollene, weife 

Stellen auf weisen, 

die den verklumpten, 

dunklen Protoplasten 
zusammendrangen. 

Hy potonie: Dest. 

H,.O bringt nur die 

jiingsten Thallusglie- 

der in ahnlicher Weise 
zu teilweisem Abster- 
ben. Abb. 2 zeigt eine 

Abb. 3. Porphyra umbilicalis. Links: lebend. Rechts: Grense jee lebenden 

iot. 4 Tage nach 23 Min. UV-Bestrahlung. Gleiches saepttbns isi Zellen. H ¥~ 

Todesbild bei Wiarmeted (+ 35°C) und Hypotonietod pertonie: 405. W. 

(dest. H,O nach 24 Stunden), Alles lebend. 
- SchlieBlich kénnen 
unter diese Gruppe von Todesbildern auch die 

Bangiacee (Bangiales) 

Porphyra umbilicalis gereiht werden: Kialie: 8°C. Alles lebend. 
Wairme: +35°C. Stark gequollene. blendend weie Membranen. 
dunkler. undifferenzierbarer. von den gequollenen Membranen einge- 
engter Protoplast. Hy potonie: Dest. H,O. Nach 24 Stunden alles 
lebend, nach 48 Stunden teilweise tot. Todesbild wie oben. H y pe r- 
tonie: 4,0 5.W. Alles lebend. Membranen stark gequollen. die bei 
Riickiibertragung in 1.0 5. W. zum Normalzustand entquellen. U V - Be- 
strahlung (Biebl 1952) zeigt ein gleiches Todesbild (Abb. 3) wie 
bei Warme oder in dest. HO. 

Ahnlich sind auch die Absterbebilder in den kleinen Zellen der AuBen- 
wiinde des blasenformigen Thallus der Braunalge 


Colpomenia peregrina: K alte: —8°C. Zellinhalt zusammengeballt, griin 
verfarbt, Protoplaste etwas abgehoben. Schwach gequollene Membranen. 
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Wirme: +30°C. Ebenso zerstérter, zusammengeballter Zellinhalt. 
Hypotonie: 04 8. W. Ebenso. Hy pertonie: 2.2 S. W. Ebenso. 


2. Meist stark gequollene Zellwande mit mehr oder 


weniger weitgehender Formianderung, Verlagerung 
und Entfarbung der Plastiden, deren Farbstoffe das 
koagulierte Plasma und vor allem den Zellsaft rot ver- 
farben 
Auch diese Todesbilder sind bei Rhodophyceen sehr haufig zu finden, 
und zwar sowohl bei flichigen wie strauchigen Formen. 


Flachige, meist nur cine Zeilschichte dicke Thalli 

Untereinander sehr ahnliche Todesbilder zeigen die Delesseriaceen 
(Ceramiales) Delesseria, Membranoptera, Phycodris, Acrosorium und 
Drachiella. 

Delesseria sanguinea: Kailte: —8°C. Blendend weiB gequollene Mem- 
branen, weinrot verfarbter Zellinhalt, Plastiden verlagert. Warme: 
+ 30°C. Ebenso. Hy potonic: Desi. H.O. Ebensc. Hy pertonie: 
1.9 S. W. Ebenso. 

Membranoptera alata: K alte: —8°C. Wei gequollene Membranen, rot- 
violett verfarbter Zellinhalt. W arme: + 279°C. Ebenso. Hy potonie: 
0.2 5. W. Ebenso. Hy pertonie: 2,0 S. W. Ebenso. 

Phycodris rubens: Kiailte: —8°C. Blendend wei gequollene Membranen, 
ziegelrot bis rotviolett verfarbter Zellinhalt. Warme: + 30°C. Weib 
gequollene Membranen, Plastiden ihrer Form nach noch recht gut er- 
halten, verfarbt wie oben. Hy potonie: 03 5. W. Plastiden etwas 
gerundet, sonst ebenso. Hy pertonie: 2.0 S. W. Ebenso. 

Acrosorium uncinatum: Kiailte: —2°C. Gequollene Membranen, Plasti- 
den aufgedunsen, teilweise fast entfarbt. nicht verklebt, aber meist auch 
nicht mehr schén scharf voneinader abgesetzt. Zellinhalt rotviolett. 
Wirme: -+-30°C. Membran stark gequollen, Zellinhalt rotviolett ver- 
fiirbt. Plastiden wahrscheinlich teilweise ineinandergeflossen. H y p o- 
tonic: 0.2 S.W. Membranen gequollen, rotvioletier Zellinhalt, Pla- 
stiden gerundet und zu Gruppen verlagert. Hy pertonie: 1.8 S. W. 
Membran gequollen, Plastiden haufig aufgedunsen, rundlich, rotviolett 
verfarbter Zellinhalt. 

Drachiella spectabilis: Kailte: +3°C. Blendend wei gequollene Mem- 
branen, Zellinhalt weinrot. Plastiden meist unregelmaBig verlagert 
(Abb. 4). Warme: + 35°C. Ebenso. Hy potonie: 0.35 S. W. Ebenso. 
Hypertonie: 1.6 S. W. Ebenso. 

Stirkere Zerstérungen der Plastiden, weitgehendere Entfirbungen und 
hiaiufig auch Verkleben derselben zeigen die Rotalgen Halymenia latifolia 
(Grateloupiacee, Cryptonemiales), Rhodophyllis divaricata (Rhodophy!- 
lidacee, Gigartinales) und Calliblepharis ciliata (Rhodophyllidacee, Gigar- 
tinales). 

Halymenia latifolia: Kailte: —8°C. Abgehobene Protoplaste, Plastiden 
entfirbt, kaum mehr zu erkennen, rétlich verfarbter Inhalt fluoresziert. 
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Hiaiufig dunkelrote Phycoerythrintrépfchen in den Zellen. Membranen 
gequollen. Wairme: + 35°C. Plastiden entfarbt, undeutliche Umrisse, 
toter Protoplast fluoresziert schon makroskopisch erkennbar mennigerot. 
Hypotonie: 04 S.W. Vollkommen zerstérter Zellinhalt, entfiarbt. 
schmuizig gelblichrot. fluoresziert. Hy pertonie: 2.0 S. W. Ebenso. 
Rhodophyllis divaricata: Kalte: + 39°C. Plastiden teilweise ineinander- 
geflossen und zu Gruppen und kurzen Ketten verlagert. Membranen nur 
maRig gequollen. Protoplaste manchmal abgehoben. Fluoresziert. 


ll 


Abb. 4. Drachiella spectabilis. Links: lebend. Rechts: Kaltetod in +5°C nach 
12 Stunden. 


Warme: +30°C. Tote Thallusteile fluoreszieren. Ahnliches Todesbild. 
Hy potonie: 0.3 S.W. Plastiden zerstért. ineinandergeflossen, rosa 
verfarbt, fluoresziert. Hy pertonie: 1.7 S.W. Zerstérter Zellinhalt, 
rosa verfarbt, fluoresziert. 

Calliblepharis ciliata: Kalte: —8°C. Plastiden zusammengedrangt und 
verklebt, Plasma koaguliert. Protoplast haufig etwas abgehoben, Farbe 
nicht wesentlich verandert. Warme: + 359°C. Plastiden verklebt und 
verlagert, Plasma koaguliert. Membran etwas gequollen. H y potonie: 
0.2 5. W. Ahnliches Todesbild. Hy pertonie: 1.8 S. W. Plastiden ver- 
lagert, entfarbt, abgerundet. 


Verzweigt monosiphone und strauchige, zum Teil berindete Thallustypen 
Y |} 


Hier einzureihende Todesbilder zeigt die Dumontiacee (Crypto- 
nemiales) 
Dudresnaya verticillata: Kailte: —8°C. Zellinhalt (Plastiden) vollkom- 
men zerstért. wenig differenzierbarer rotvioletter, fluoreszierender Zell- 
inhalt. Zellwande nicht gequollen. Warme: + 30°C. Zerstérter Zell- 
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inhalt, rotvioletter, fluoreszierender Inhalt. Hy potonie: 02 S. W. 
Ebenso. Hy pertonie: 2,0 5S. W. Ebenso. 


Nicht viel mehr als eine rotviolette Verfarbung ihres berindeten. klein- 
zelligen Thallus zeigt die verzweigt abgeflachte Plocamiacee (Gigar- 
tinales) 

Plocamium coccineum: Kilte: —8°C. Violett verfarbt. Die altesten 
SproBteile noch mit gesunder rotbrauner Farbung. Plastiden nicht stark 
in ihrer Form veraindert. Wairme: + 30°C. Violett verfirbt bis ent- 
firbt. Plastiden in ihrer Form noch gut zu erkennen. Hy potonie: 
0.2 S.W. Violett verfarbt. Hy pertonie: 1.6 5. W. Ebenso. 

Die untersuchten toten Bonnemaisoniaceen (Bonnemaisoniales) 
zeigten besonders starke Ausbleichung der Plastiden und nur schwach ge- 
quollene Zellwande. Die Blasenzellen (ioduques) werden beim Absterben 
fast durchweg entleert. 

Bonnemaisonia asparagoides: Kilte: 29C. Schmutzigrosa verfarbt. 
Plastiden etwas verlagert. aber nicht wesentlich in ihrer Form verandert. 
Blasenzellen (ioduques) entleert oder mit einem dunklen, kérneligen In- 
halt (lebend geblich und vollkommen klar). Warme:—.H y potonie: 
0.5 S.W. Ahnliches Todesbild. Hy pertonie: 1.6 5S. W. Plastiden in 
ihrer Form nicht sehr veraindert. aber stark ausgebleicht. Die wenigen 
verbliebenen Blasenzellen nicht mehr klar geblich, sondern triib und 
braunlich. Makroskopisch schmuizigrosa. 

Bonnemaisonia hamifera: K alte: —2°C. Ausgebleicht. Plastiden etwas 
verlagert, aber nicht verklebt. Blasenzellen mit einem braunlichen, k6ér- 
neligen Inhalt erfiillt (lebend geblich, klar). Warme: + 27°C. Rosa- 
violett verfarbter Zellinhalt. Blasenzellen entleert. Hy potonie: 
0.3.5. W. Ebenso. Hy pertonie: 1.35 5S. W. Ebenso. 

Asparagopsis armata: Kalte: —2°C. Zerstérter Zellinhalt. Plastiden 
griinlich entfarbt und etwas verlagert. Form nicht stark verandert. Bla- 
senzellen entleert und v6éllig ausgebleicht. Membranen nicht gequollen 
(— 8°C ebenso). Warme: + 30°C. Gelblichgrau verfarbt. Plastiden 
in ihrer Form annaihernd normal, aber ausgebleicht. Nicht verklebt. 
Blasenzellen entleert. Nur ihre Umhiillungen noch zu erkennen. Mem- 
bran nicht gequollen. Hy potonie: 0,2 S. W. Plastiden gleichfalls in 
ihrer Form nicht sehr verandert, ausgebleicht, nur teilweise gerundet, 
Blasenzellen entleert, Membranen nicht gequollen. Hy pertonie: 1.4 
S.W. Ahnliches Todesbild. 

Falkenbergia rufulanosa: — 2° C. Plastiden etwas gerundet und in Gruppen 
und Ketten verlagert. Blasenzellen entleert, schmutzig verfarbier Zell- 
inhalt! Wirme: + 30°C. Plastiden entfarbt, schmutziggriinlich, 
Blasenzellen entleert. Membranen nicht merklich gequollen. H y pe r- 
tonie: 14S. W. Plastiden meist abgerundet, sonst gleiches Todesbild. 


Die Ceramiaceen (Ceramiales) Antithamnion, Pleonosporium. 
Neomonospora, Griffithsia und Callithamnion sind den Bonnemaisoniaceen 
gegeniiber wiederum durchweg durch starke Membranquellung ausgezeich- 
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net. Der Plastidenfarbstoff geht in den teten Zellinhalt iiber oder tritt aus 

der Zelle aus. 

Antithamnion plumula: K il te: — 2°C. Glatte, tropfig aufgetriebene, zer- 
fallene Plastidenbinder. Farbstoff in den Zellsaft iibergetreten. siaimi- 
liche Blasenzellen entleert, blendendweif gequollene Zellwiande (beson- 
ders in den langen Zellen der Hauptverzweigungen). Warme: + 30°C. 
Plastiden tropfig zerfallen und verkiirzt. Blasenzellen nicht entleert. 
doch ist ihr im Leben wasserheller. gelblicher Inhalt mit feingenarbter 
Oberflache erstarrt. Die helle Gelbfarbung der Blasenzellen ist dabei 
erhaliengeblieben. Die prallgefiillten .fixierten” Blasenzellen heben sich 
deutlich von den iibrigen rotvioletten toten Zellen ab (Abb. 3). Dieses 
Verhalten steht im Gegensatz zu dem der Blasenzellen der Bonne- 
maisoniaceen, die auch beim Warmetod durchweg entleert werden. 

Zellwainde der Sprofzellen 

weil gequollen, bei den Zel- 

len der Haupistammcehen 
stirker als in den seitlichen 

Verzweigungen. Hy poto- 

nie: 0.3 S. W. Plastiden- 

bander zerfallen oder ver- 
kiirzt und entfarbt. Rot- 
violett gefarbter Zellsaft. 

Blasenzellen entleert. (Gber 

Hy potonieempfindlichkeit 
dieser Blasenzellen — vel. 

Biebl 1959, Héfler 1956.) 

Stark gequollene Membra- 

nen. Hy pertonie: 2.0S.W. 

Plastiden zerfallen oder ver- 

kiirzt, rotvioletter Zellsaft, 

Blasenzellen zum Teil erhal- 

ten und ahnlich feinblatter- 

narbig .fixiert™ wie beim 

Wiarmetod. Eine Ubertragung in dest. H,O, das lebende Blasenzellen 

binnen Sekunden platzen lat. fiihrt zu keiner Veranderung mehr. 


Abb. 3. Antithamnion plumula. Wiarmetod in 
+35°C nach 12 Stunden. Fixierte Blasenzellen. 


Antithamnion sarniense: Kilte: 2°C. Plastidenbander glatt. tropfig 
zerfallen oder verkiirzt und griinlich entfarbt. Zellsaft rotviolett. Blasen- 
zellen entleert, Membran stark gequollen. Warme: + 35°C. Plastiden 
zerfallen. Ganzer Thallus entfarbt. Blasenzellen wiederum _ prall 
fixiert™, gelblich und feingenarbt (Einlegen in dest. HO fiihrt zu keiner 
Veriinderung), Membran stark gequollen. H y potonie: 0.1 S. W. ahn- 
liches Todesbild, aber alle Blasenzellen geplatzi und entleert. H y pe r- 
tonie: 1,95. W. Plastidenbander zerfallen, entfarbt. Zellsaft rotviolett, 
Blasenzellen durchweg entleert. Membranen gequollen. 


Pleonosporium borreri: Kilte: —-. Warme: +35°C. Stark gequollene 
Zellwinde, rotvioletter Zellinhalt. H y pot onie : 0.2 S. W. Rotvioletter, 
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zerstorter Zellinhalt, stark gequollene Membranen. Hy pertonie: 
1.8 S.W. Weitgehend entfarbt, stark gequollene Zellwiande. 

Neomonospora furcellata: Kalte: —2°C. Rotvioletter Zellinhalt. weife, 
gequollene Membranen. Wiairme: -+ 35°C. Rotvioletier bis entfarbter 
Zellinhalt, gequollene Membranen. Hy potonie: 0,3 5. W. Stark aus- 
gebleicht. Membranen gequollen. Hy pertonie: 1,7 5. W. Roiviolette: 
Zellinhalt, gequollene Membranen (Membranquellung tritt auch in den 
in 1.5 und 1.6 S. W. noch lebenden Zellen auf, ist aber dort bei Riick- 
iibertragung in 1.0 S. W. vollkommen reversibel). 

Griffithsia flosculosa: Kialte: 89°C. Plastiden abgerundet. klein, griin- 
lich. oft kaum mehr zu erkennen, Zellsaft rotviolett angefirbt. stark und 
blendendweif® nach innen gequollene Membranen, die den toten Proto- 
plasten einengen. Wairme: + 35°C. Zerstérter, grauvioletter bis ent- 
firbter, fluoreszierender Zellinhalt, stark gequollene. blendendweife 
Membranen. Hy potonie: 0.2 5. W. Griinlich enifarbte, verschobene 
und verlagerte, aber nicht verklebie Plastiden. rotviolett verfarbier Zell- 
saft, stark nach innen gequollene, weibe, deutlich geschichtete Membra- 
nen. Toter Protoplast von diesen eingeschniirt. H y pertonie: 1,65. W. 
Ahnliches Todesbild. Die jiingsten 2—4 Zellen der Thallusspitzen meist 
iiberlebend. Dies auch noch in 2.0 5. W. (Membranquellung beginnt schon 
in den lebenden Zellen ab 1.2 S. W. Riickiiberiragung in 1.0 S. W. be- 
wirkt wieder Entquellung). 

Callithamnion hookeri: Kilte: 89C. Warme: + 27°C. Zerstérter 
rotvioletter bis entfarbter Zellinhalt. Stark gequollene weife Zellwiinde. 
In + 35°C hiaufig abgehobene Protoplasie. Hy potonie: 03 5. W. 
Zerstérter Zellinhalt, rotviolett. stark gequollene Zellwinde. H y pe r- 
tonie: 3.0 5S. W. Teilweise abgestorben. Die toten Zellen mit gequol- 
lenen weiBen Membranen, zerstértem rotviolettem Zellinhalt (2.0—2.6 
S. W. lebend mit gequollenen Membranen, die bei Riickiibertragung in 
1.0 Seewasser wieder bis zum Normalzustand eniquellen). 

Von den Dasyaceen (Ceramiales) ist mit ahnlichen Todesbildern 
hier einzureihen 

Heterosiphonia plumosa: Kialte: —8°C. Plastiden verlagert. dunkel 
konturiert, monosiphone Thallussprosse mit stark gequollenen Mem- 
branen, teilweise rotviolett verfarbt. die alteren berindeten Thallus- 
sprosse oft noch normal braunrot. Warme: + 30°C. Plastiden gerun- 
det, rotvioletter Zellinhalt, der spiater ausblaBt. nicht iibermaBig stark 
gequollene Membranen. Die jiingsten Thallusteile am empfindlichsten. 
Hy potonie: 0.48. W. Stark verlagerte und gerundete Plastiden, die 
jiingsten 3—4 Zellen der monosiphonen Thallusspitzen meist noch 
lebend. Tote Zellen mit rotviolett verfarbtem Inhalt. Hy pertonie: 
1.5 S.W. Rotvioletter Inhalt, weiBe gequollene Membranen, die jiing- 
sten 2—3 Zellen der monosiphonen Thallusspitzen meist lebend. Die 
Rindenzellen der Hauptsprosse sind resistenter. 

Gleichfalls (allerdings mit starken Veranderungen der Plastiden) hier 
einzuordnende Todesbilder zeigt die Rhodomelacee (Ceramiales) 
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Laurencia obtusa: K ilte: —8°C. Plastiden blaB und zart konturiert. Die 
»Kirschkérper™ sind unregelmaBig geformt. etwas geschrumpft. mit klein- 
blatternarbiger Oberflaiche. Die corps en cerise“ wurden von F el d- 

mann (1950 bei Laurencia obtusa beschrieben. Sie finden sich 

in den AuBenzellen des Thallus. Hier ragt in jeder Zelle je ein der- 
artiger Kérper vom wandstandigen Plasma her, wie eine Kirsche an 

ihrem Stiel. in die Vakuole. Sein Inhalt entmischt sich nach F el d- 

mann im Tode in einen lipoiden und einen aldehydartigen, wasser- 

lislichen Anteil. Der kialtetote Thallus ist mennigerot verfarbt und 
fluoreszierend. Die Hauptachsen sind empfindlicher als die seitlichen 

Verzweigungen. Warme: + 35°C. Restlos zerstérter Zellinhalt, Pla- 

stiden kriimelig oder an den Rand der Zellen gedraingt und verklebt. 

Koaguliertes Plasma. .Kirschkérper™ nur selten in Resten zu sehen. 

Gelborange verfarbt. Fluoreszierend. Membranen nicht iibermaBig ge- 

quollen. Hy potonie: Dest. H,O. Plastiden ginzlich zerstért, rot- 

orange verfarbt. fluoreszierend. Die gequollenen Membranen durch die 

ausgetretenen Plastidenfarbsteffe auch etwas rétlich gefirbt. H y pe r- 

tonie: 1.9 S.W. Gleiches Todesbild. 


3% Membranquellung mit auffallender Formkonstanz 
der Plastiden und geringem Farbstoffaustritt aus 
diesen in den toten Protoplasten 

Haben die im vorigen besprochenen Delesseriaceen schon eine verhiiltnis- 
mauig gute Bestindigkeit der Plastiden gezeigt. die sich im Absterben héch- 
stens etwas rundeten und verlagerten. im allgemeinen aber nicht mitein- 
ander verklebten oder ineinanderflossen, so sind zwei weitere Delesseriaceen, 
naimlich Polyneura hilliae und Cryptopleura ramosa, durch eine ganz auf- 
fallende Formbestandigkeit ihrer Plastiden ausgezeichnet. 

Polyneura hilliae: Kailie: —8°C. Die zwoélf Stunden eingefroren gewe- 
senen und dann langsam aufgetauten Algen (Abb.6) zeigten haufig 
plasmolyseahnliche Plasmaabhebungen. die durch den Wasserentzug 
durch das den Thallus umgebende Eis zustande gekommen waren. Die 
Zellen sind in diesem Zustand abgestorben. Hauptkennzeichen der toten 
Zellen sind die stark gequollenen Membranen und leichte Verfarbung. 
Auffallend sind dabei die in ihrer Form vollkommen unveranderten. 
wie die Steinchen eines Zusammenlegspieles (..Puzzle-Spiel“) ineinander- 
gefiigten, scharf konturierten und voneinander abgesetzten Plastiden. 
Sie sind noch kraftig gefarbt. wenn auch ein leicht rotvioletier Zellsaft. 
besonders in den ..Vorraumen” der abgehobenen Protoplaste erkennen 
laBt. daB auch Farbstoffe in den Zellsaft ausgetreten sind. Warme: 
+- 27°C. Plastiden in manchen Zellen etwas lockerer gelagert, zumeist 
aber gleiche, véllig normale Form und Lagerung der Plastiden wie nach 
Kaltetod (Abb.7). Membran gequollen. Keine Abhebungen des Proto- 
plasten. Hy potonie: Beschreibung fehlt. Nach Bieb| 1937, S, 399, 
Aufblaihen der Plastiden beim Hypotonietod. Hy pertonie: 1.9S. W. 
Gequollene Membranen. Plastiden nicht stark in ihrer Form verindert. 
Trockentod: Es sei erwahnt, daB monaitealie, vollkommen ausge- 
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trocknete Herbarexemplare nach Aufweichen in Leitungswasser noch 
vollkommen normal gelagerte und in ihrer Form unverinderte Plastiden 
enthalten. Das mikroskopische Bild entspricht der Abb. 6. 
Cryptopleura ramosa: Kalte: +3°C. Plastiden aihnlich wie bei Poly- 
neura normal geformt und gelagert. Alles etwas ins Weinrote verfarbt. 
Weil} gequollene Membranen. In — 3°C gleiches Todesbild. Wiirme: 
+ 30°C. Plastiden wiederum wie in den lebenden Zellen wie zu einem 


: 
2 


Abb. 6. Polyneura hilliae. Kaltetod in —8°C nach 12 Stunden. 


Abb. 7. Polyneura hilliae. Warmetod in + 27°C nach 12 Stunden. 


Zusammenlegspiel ineinandergepakt. Scharfkantig mit kleinen Zwischen- 
raumen. Weinrot verfarbt. Blendend weil gequollene Membranen. 
Hypotonie: 0,2 S.W. Weinrot, stark gequollene Membranen. 
Hy pertonie: 2.0 S.W. Weinrot, stark gequollene Membranen. 


4,.Extremstarke Membranquellung,diedentoten Proto- 
plasten schmal-sanduhrférmig zusammenpreRt 


Eine eigene Gruppe unter den Todesbildern verdienen zwei weitere 
Ceramiaceen, die sich an den schon beschriebenen Typ von Griffithsia an- 
schlieBen, diesen aber an Quellung der Membran noch weit iibertreffen. 
Sphondylothamnion multifidum var. piliferum: K alte: + 5°C. Vor allem 

in den langen Zellen der Hauptverzweigungen gewaltig nach innen zu 

aufgequollene Membranen, die den Protoplasten sanduhrartig einschnii- 

ren, ja in der Mitte der langen Zellen fast abquetschen kénnen (Abb. 8). 

Die Plastiden sind in dem rétlichgrauen Protoplasten kaum mehr zu 
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erkennen. Die iiberlebenden Zellen zeigen nur ganz schwache Membran- 
quellung. Bei ihnen kleiden die kleinen Plastiden die Oberflache des 
Protoplasten dicht aus. Wirme: + 35°C. Ebenso vor allem in den 
groBen Zellen der Hauptverzweigungen extrem gequollene Membranen. 
Die eingeschniirten toten Protoplaste sind fast entfarbt. Hy potonic: 
0.3.8. W. Ebenfalls extrem nach innen aufgequollene Membranen, die 
den Zellinhalt zu einem schmalen Strang zusammendringen. H y pe r- 
tonie: 2.0 S. W. Gleiches Todesbild. 


Abb. 8. Spondylothamnion multifidum var. piliferum, Kaltetod in +5°C nach 
12 Stunden. 


Halurus equisetifolius: Kilte: —8°C. Dick nach innen aufgequollene 
Zellwiinde. Zusammengeschniirter, schlank sanduhrférmiger Protoplast 
(ahnlich Sphondylothamnion!). Warme: + 30°C. Gleiches Todesbild. 
Membran im Gegensatz zu Sphondylothamnion durch austretende 
Plastidenfarbstoffe rétlich gefarbt. Hy potonie: 0.3 S.W. Ebenso 
extrem aufgequollene Membranen. Zellinhalt zu einem schmalen Strang 
zusammengepreRt. Hy pertonie: 1.9 S.W. Ahnliches ‘Todesbild. 


3 Schwache Membranquellung. Plastidenim Tod wenig 
verandert (Chlorophyceen) 
Dieses Todesbild zeigten zwei der untersuchten Ul vaceen (Chloro- 
phyceen): Ulva cf. olivacea (Viefenalge) und Enteromorpha compressa 
(Gezeitenalge). 


Ulva cf. olivacea: Kilte: 89°C. Nach dem Auftauen waren simtliche 


Protoplaste in annihernd konvexer oder bikonvexer Pseudoplasmolyse 
abgestorben. Abb.9 wurde 48 Stunden nach dem Auftauen der 12 Stunden 
lang eingefrorenen Alge gemacht. Plastiden in Form, Lage und Farbe 
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kaum verandert. Wairme: + 35°C. Gleichfalls abgehobene Protoplaste. 
jedoch mit unregelmaBigen, buckligen Umrissen. H y potonie: Dest. 
H2O. Zerstérter Zellinhalt. Keine Plasmaabhebungen. Hy pertonie: 
bis 3.0 S. W. lebend. 


Abb. 9. Ulva cf. olivacea, Kialtetod in — 8°C nach 12 Stunden. Pseudoplasmolysen. 


Enteromorpha compressa: Kialte: 89C. Lebend. Warme: +35°C. 
Lebend. Hy potonie: Dest. H2O. Griin, frisch aussehend, keine Ver- 
iinderungen der Plastiden, aber nicht mehr mit Neutralrot anfirbbar. 
Hy pertonie: 4,0 S. W. Lebend. 
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Abb. 10. Cladophora rupestris. Warmetod in + 35°C nach 12 Stunden. 


6 Gequollene Membranen und zerstoérter Chloro- 
plastenapparat (Chlorophyceen) 

Cladophora pellucida (eine Tiefenalge): K alte: — 2°C. Teilweise abge- 

hobene Protoplaste. Frischgriiner, aber sichtlich zerstérter Chloroplasten- 

apparat. Wirme: + 35°C. Abgehobene Protoplaste, Membran stark 
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gequollen, sonst ziemlich gleichmaBig griin. H y potonie: Dest. H2O. 
Restlos zerstérter Chloroplastenapparat, gequollene Membranen. 
Hypertonie: 3.3 S.W. Zum Grofteil zerstérter Zellinhalt, nur 
einige Plasmolysen. Gequollene Membranen. 

Cladophora hutchinsiae (eine Tiefenalge): Kalte: —2°C. Keine abge- 
hobenen Protoplaste. Chlorophyllapparat etwas  kérnelig. — steif. 
Wiairme: + 35°C. Protoplaste etwas abgehoben, Chloroplastenapparat 
gleichmaBig griin, Membranen stark gequollen. H y potonie: 0.458. W. 
Extrem zerstérter Protoplast und Plastidenapparat. Stark gequollene 
Membranen. Hy pertonie: 2.6 S. W. Alles plasmolysiert, bei Riick- 
iibertragung in 1,0 S. W. Deplasmolyse. aber sichtliche Schadigung des 
Plastidenapparates. Neuerliche Plasmolyse nicht mehr méglich. 

Cladophora rupestris (Gezeitenalge): K alte: —8°C. Lebend. Wirme: 
+ 35°C. Nach innen stark aufgequollene Membran, Protoplast zusam- 
mengedringt. Plastidenapparat sichtlich geschadigt (Abb. 10). H y p o- 
tonie: Dest. H2O. Lebend. Hy pertonie: 3,0 S.W. Lebend (nach 
24 Stunden Aufenthalt in 3,0 S. W. infolge osmotischen Ausgleiches keine 
Plasmolyse mehr. Nach Riickiibertragung in 1.0 S.W. und _ spiaterer 
neuerlicher Ubertragung in 3.0 S. W. wieder in allen Zellen Plasmolyse). 


Besprechung der Versuche 


Verglichen wurden die cytomorphologischen Bilder des durch Kalte. 
Wirme,. hypo- und hypertonisches Seewasser bedingten Zelltodes an einer 
groBen Zahl von Meeresalgen, vorzugsweise Rotalgen. Zur Frage stand. ob 
den verschiedenen Todesarten kennzeichnende Todesbilder zukommen oder 
ob die an verschiedenen Meeresalgen zu beobachtenden unterschiedlichen 
Absterbebilder durch deren Arteigentiimlichkeiten bedingt sind. 

Eine gewisse Sonderstellung unter den angewendeten Tétungsarten 
nimmt der erst bei Eisbildung eintretende Gefriertod ein, da hier zu der 
zum Tod fiihrenden physiologisch schadigenden Einwirkung der Kalte auch 
noch die Wirkung des Ejises selbst kommt, das entweder als ein Eispanzer 
die Zellen umgeben und ihnen Wasser entziehen oder das im Inneren der 
Zellen gebildete durch mechanische Einwirkung den Zellinhalt zerstéren 
kann (Molisch 1897, Akerman 1927, Iljin 1933, Asahina 1956). 
Schon Molisch hat diesen Kaltetod mit Eisbildung von dem Kaltetod 
iiber Null unterschieden und Levitt (1956) spricht im gleichen Sinn von 
frost injury” (Erfrieren, Schadigung durch Eisbildung) und_ chilling 
injury” (Erkaltung, Kalteschiadigung iiber dem Gefrierpunkt). 

Im Falle unserer Meeresalgen hat es sich gezeigt, da® sich auch das 
Todesbild der erst durch Einfrieren bei — 8° C getéteten Algen nicht we- 
sentlich von jenem unterscheidet. das an der gleichen Alge durch Warme 
oder durch hypo- und hypertonisches Seewasser ausgelést wurde. 

Vor allem bei den verschiedenen Rotalgen erwies sich ihre artgegebene 
Organisation, sowohl was die Eigenschaften ihrer Membran wie jene ihrer 


Plastiden anlangt. fiir das Todesbild bei den angewendeten Tétungsarten 
als ausschlaggebend. Eine grobe Gruppierung nach der Art der Todesbilder 
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wurde bei deren Beschreibung im vorigen Abschnitt gegeben. Es lieBen sich 
zweifellos noch feinere Unterscheidungen vornehmen. 

Hervorgehoben sei besonders die verschiedene Quellbarkeit der toten 
Membranen. Nahe verwandten Formen kommt meist ahnliches Verhalten 
in dieser Hinsicht zu. So besitzen die Ceramiaceen durchweg im Tode 
stark quellende Zellwiande, wobei die extremsten Membranquellungen bei 
Sphondylothamnion und Halurus zu finden sind (iiber Bau und Chemis- 
mus der Membranen von Antithamnion cruciatum vgl. Kinzel 1956). 

Die toten Thalli der untersuchten Delesseriaceen sind ausgezeichnet 
durch ein Netz blendendweiff gequollener Membranen, die die weinrot ver- 
farbten toten Zellen umschlieBen, in denen verhaltnismafig formbestandige 
Plastiden liegen. Delesseria, Membranoptera, Phycodris, Acrosorium und 
Drachiella zeigen hier weitgehend ahnliche Todesbilder. 

Zum aufersten gefiihrt ist die Formbestandigkeit der toten Plastiden 
bei Polyneura hilliae und Cryptopleura ramosa, bei denen sowohl die bei 
—8°C eingefrorenen wie auch die bei + 35°C getéteten Proben vollkom- 
men normal geformte, wie in einem Zusammenlegspiel ineinandergreifende 
Plastiden besitzen. Selbst monatealte, in Leitungswasser wiederaufgeweichie 
Herbarexemplare zeigen die Plastiden noch immer in unveranderter Form 
und Lagerung. Auch die Farbe halten diese Plastiden besonders stark fest. 

Dem stehen wieder Rotalgenarten gegeniiber, deren Plastiden sich schon 
bei der geringsten Schaidigung runden, verlagern und im Absterben ihre 
Farbstoffe entlassen. Als Beispiele hiefiir seien etwa Halimenia latifolia, 
Rhodophyllis divaricata und Calliblepharis ciliata genannt. 

Diese verschiedene Formbestandigkeit der Rhodoplasten weist auf groke 
Unterschiede in der Beschaffenheit ihres Stromas hin, die weiterer Unter- 
suchungen wert wiren. 

SchlieBlich sind auch die mehrschichtigen derben, flachigen oder flach 
verzweigten Rotalgen aus den Familien der Kallymeniaceen und Rhody- 
meniaceen besonders zu erwahnen, deren kleine, plastidenfiihrenden Zellen 
der Ober- und Unterseite als gemeinsames Todesbild bei allen Tétungs- 
arten gequollene Membranen und ein Zusammenklumpen des Protoplasten 
zeigen. 

Wenn auch im Fluoreszenzmikroskop wahrscheinlich die meisten Rot- 
algen im Tod fluoreszieren (Wimmer und Héfler 1953, Héfler und 
Diivel 1954, Héfler 1956), so ist diese Erscheinung doch nur manchmal 
so stark, daf die toten Zellen bereits makroskopisch eine mennigerote 
Fluoreszenzfarbung erkennen lassen. Besonders deutlich war unter unseren 
Versuchsalgen eine solche zu beobachten bei Halymenia latifolia, Rhodo- 
phyllis divaricata, Laurencia obtusa, Griffithsia flosculosa und Drudesnaya 
verticillata, und zwar stets bei allen vier Tétungsarten. 


Ergebnis 


1. Das cytomorphologische Bild des Zelltodes fiir eine bestimmte T6- 
tungsart ist bei verschiedenen Meeresalgen (vorzugsweise Rotalgen) sehr 
verschieden. Es haingt von den Eigenschaften der Membran, des Plasmas 


Protoplasma, Bd. L/3 27 





338 R. Biebl 


und der Plastiden ab. Im System nahestehende Arten verhalten sich aihn- 
lich. 

2. Die Todesbilder der untersuchten Tétungsarten (Kalte, Warme, hypo- 
und hypertonisches Seewasser) sind jedoch fiir eine bestimmte Algenart 
weitgehend gleich. 
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Uber die Auslésung von Sporenbildung bei bisher 
als asporogen geltenden Hefearten 


Von 
Hertha Weixl-Hofmann, Wien 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 11. Februar 1958) 


Wihrend die Forschung iiber die alkoholische Girung bereits um die Wende 
des vorigen Jahrhunderts begann, setzte das Studium der Vorginge beim Wachs- 
tum und bei der Vermehrung der Hefe erst viel spater ein. 

Lavoisier erkannie 1789 als erster die Natur der Hauptprodukte der alko- 
holishen Garung und im Jahre 1815 stellte Gay-Lussac seine beriihmte 
Bruttogieichung des Zuckerzerfalles zu Alkohol und Kohlensiure auf, welche 
auch heute noch giiltig ist und zur Grundlage der Chemie der alkoholischen Garung 
wurde. Unsere Einsicht in den Mechanismus der sehr komplizierten Umwandlung 
des Zuckers in die mannigfachen organischen Stoffe, aus denen sich die Hefezelle 
aufbaut, ist noch mangelhaft. Es liegen zwar zahlreiche Untersuchungen iiber 
den Chemismus der verschiedenen Zellstoffe, wie Kohlehydrate, Eiweif, Lipoide 
etc. vor. Es gelang ferner, Einblick zu gewinnen in die Natur der Vitamine, der 
enzymatischen Stoffumsetzungen und in die Fiahigkeit der lebenden Zelle, be- 
stimmte fiir ihren LebensprozeR notwendige Stoffe zu synthetisieren. Auch die 
Atmungs- und Wachstumsvorgiange wurden eingehendst untersucht. Die stets weiter 
verfeinerte Analyse des Lebensgeschehens fiihrit uns aber heute in Probleme hinein, 
die uns nétigen, die Substanzen und Strukturen des Organischen bis in die Gestalts- 
und Reaktionsverhialtnisse ihrer Molekiile hinunter zu verfolgen. 

Die Untersuchungen der Hefezelle, sei es nach ihren morphologischen und phy- 
siologischen Merkmalen oder nach dem Chemismus der einzelnen Zellstoffe, erfolgte 
fast ausschlieflich an Objekien, die in natiirlichhen und daher fiir die Lebens- 
bedingungen geeignetsten Medien, gehalten wurden. 

Um aber die Méglichkeiten und Grenzen der Lebensprozesse kennenzulernen, 
ist es notwendig, auch jene Reaktionen aufzudecken, die das Individuum unter 
erschwerenden, lebensbedrohenden Umstinden auszufiihren genétigt ist, um sich die 
Art, das Leben schlechtweg zu erhalten. Unter solchen Bedingungen kénnen Krafte 
aktiviert werden, die die lebende Substanz zu Reaktionen veranlaft, die uns neue 
Einblicke in bisher unbekannte Vorgange und Ablaufe gewahren. 

In der vorliegenden Arbeit soll nun von Versuchen berichtet werden, 
auf Grund deren es gelang, bisher als asporogen geliende Hefen zu be- 
fahigen, Sporen auszubilden. 
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Dieses Ergebnis ist von weitgehender Bedeutung fiir die Systematik der 
Hefen, galt doch die Sporenbildung als ein wesentliches Element bei der 
Einteilung und Klassifikation der zahlreichen Hefearten (Didders und 
Lodder, Guilliermond, Hansen, Henneberg, Janke, Jér- 
gensen, Lafar, Lodder, Lodder und van Rij, Stelling und 
Lodder). 

Die Ausbildung der Sporen ist sowohl durch aufere als auch durch 
innere Ursachen bedingt. Die aufere Veranlassung zur Sporenbildung ist 
bei den meisten Mikroorganismen durch Veranderung des Niahrsubstrates 
gegeben. Allgemein konnte festgestellt werden, daf{ Sporen bei Nahrungs- 
mangel, Trockenheit, Anreicherung von Stoffwechselprodukten etc. zur Aus- 
bildung kommen (Hansen 1883). In der Regel erfolgt die Fortpflanzung 
der Hefe durch Sprossung, also vegetativ. Treten ungiinstige Existenz- 
bedingungen ein, wie Trockenheit, Temperaturveranderungen, Erschépfung 
des Substrates oder Ubersattigung desselben mit den eigenen Stoffwechsel- 
produkten usw., so bilden manche Heferassen Sporen aus. Die Bedeutung 
der Spore liegt in ihrer grofen Widerstandskraft gegen ungiinstige auRere 
Einfliisse, wie Kalte, Warme, Eintrocknung, Licht und chemische Einwir- 
kungen. Sie ist daher befahigt, bei Auftreten ungiinstiger Lebensbedingun- 
gen das Leben der Art bis zum Eintritt besserer Verhalinisse in latenter 
Form zu erhalten. Bei asporogenen Hefen ist keine Form und kein Zustand 
bekannt, der das Individuum befahigt, ungiinstige Existenzbedingungen 
zu iiberdauern und dem Lebensprinzip, der Erhaltung der Art gerecht zu 
werden. 


Werden sporenfiihrende Zellen in eine garungsfihige Fliissigkeit ge- 


bracht, so schwellen die Sporen an, sprengen die Wandung der Mutterzelle 
und wachsen dann zu sprossenden, vegetativen Zellen heran. 

Zur kiinstlichen Einleitung der Sporenbildung bedient man sich der 
Gipsblockmethode, wobei gut ernahrte Hefezellen bei reichlichhem Luftzu- 
iritt und geeigneter Temperatur unter sterilen Bedingungen auf dem 
Gipsblock aufgetragen werden. Nach Ablauf von 24 bis 48 Stunden bilden 
sich in mehr oder weniger vielen Zellen ein bis vier, bei der Hefe Schizosac- 
charomyces octosporus, wie es der Name schon sagt, acht Sporen aus. Hin- 
sichtlich der Resistenz unterscheiden sich die Hefesporen wesentlich von 
jenen der Bakterien. Wahrend die Hefesporen bereits bei Temperaturen 
von 63 bis 70°C absterben, ertragen z. B. die Sporen der Lactobacillen 
Temperaturen von 125°C durch 30 Minuten hindurch (Weixl-Hof- 
mann 1957). 

Bei der Hefezelle unterscheidet man deutlich die Zellwand und das 
Protoplasma. Das Protoplasma ist in jungen Zellen hyalin, bei alternden 
treten dann Vakuolen und Kérnchen, die Grana, auf. Die Bedeutung der 
Grana konnte trotz zahlreicher Uniersuchungen bis heute nicht geklart 
werden. Man vermutet, da es sich um nukleinsaure Lipoide (Volutin) oder 
um Fettkérperchen (Fett mit Eiweif) handelt, die als Reservestoffe dienen. 
Der Zellkern ist schwer zu erkennen, kann aber durch Firbemethoden sicht- 
bar gemacht werden (Lindegren 1946, Strugger 1940, 1944, de La- 
mater 1951, Schulz 1951). Der Zellinhalt hat einen pH-Wert von 
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5,0—5,9, ist also sauer. Es ist aber anzunehmen, dafi in den einzelnen 
Schichten und Teilen des Plasmas verschiedene pH-Werite herrschen. 

Ein Hauptproblem der Physiologie ist die Frage nach der Stoffaufnahme 
in die Zelle und die Stoffabgabe aus ihr. Seit Nageli (1855) wissen wir, 
da die Zelle fiir die im Innern gelésten Stoffe undurchlissig ist. Dabei ist 
es nicht die Zellwand, sondern das Protoplasma, das diesen Diffusions- 
widerstand bietet (de Vries 1871). LaRt man in Wasser geléste Stoffe, 
wie Zucker und Salze, in hypertonischen Konzentrationen auf die Zelle ein- 
wirken, so tritt alsbald Plasmolyse ein. Der Protoplast lést sich von der 
Zellwand ab und nimmt allmahlich gerundete Form an (Héfler 1919, 
1926). 

Bei Hefezellen ist Plasmolyse nur schwer zu erzielen und daher nur 
selien beobachtet worden. Bei Saccharomyces cerevisiae konnte in wasser- 
freien, hypertonischen Glyzerinlésungen mit einem pH-Wert von 6—7 
Plasmolyse erreicht werden (Swellengrebel). Kommen andere L6- 
sungen zur Anwendung, so tritt kein Ablésen des Protoplasmas ein, sondern 
die ganze Zelle verkleinert ihr Volumen, sie schrumpft. Diese Erscheinung 
der Zellkontraktion, die Zytorrhyse (Windisch und Enders 1946), 
tritt auch bei Einwirkung von Hitze und Kalte auf. Bringt man solche kon- 
trahierte Zellen wieder in Wasser, so nehmen sie ihre friihere Gestalt an 
und auch ihre Lebensvorgange, wie Vermehrung und Garung, stellen sich 
wieder ein. Nur im toten Zustand ist das geschrumpfte Plasma von der Zell- 
wand abgeldst. 


Die Untersuchungen 


Bei Untersuchungen von Torulopsis utilis (Henneberg, Fink) war 
ich einmal in Ermanglung von frischer Hefe genétigt, aus Trockenhefe 
brauchbares, lebendes Material zu kultivieren. Beim Trocknungsprozef 
stirbt ja bekanntlich nur etwa ein Drittel der Hefezellen ab, wahrend die 
iibrigen bloR zytorrhysiert werden. 

Es wurde also Trockenhefe in Wiirze eingebracht und bei 28° C bebriitet. 
Nach 24 Stunden war bereits in manchen Zellen die Zytorrhyse zuriick- 
gegangen. Die Zellen hatten Wasser aufgenommen und ihren normalen 
Turgor wieder erreicht. Am folgenden Tag sproftien bereits viele Zellen, 
wahrend andere, die tags vorher noch geschrumpft waren, wieder normales 
Aussehen erlangt hatten. Rund 70% des getrockneten Materials war 
lebensfahig und es entwickelten sich daraus anscheinend normale Zellen 
(Lepeschkin 1943). 

Auffallend und vom normalen Verhalten der Torulopsis-Zellen ab- 
weichend war dabei, daf die Zellen keine Fetikérperchen ausbildeten. Das 
Plasma der Zellen war fein granuliert und es war nur schwache Vakuolen- 
bildung zu sehen. AuBerdem befand sich die Hefe in lebhafter Garung. 
Die Zellen glichen dem Aussehen nach jenen von Saccharomyces cerevisiae. 

Das Abweichen vom normalen Verhalten der Torulopsis-Hefe bewog 
mich, die weitere Entwicklung dieser veriainderten Zellen zu verfolgen. Zu 
diesem Zwecke wurde die Hefe unter sterilen Bedingungen auf einem 
sterilen Gipsblock aufgetragen. Dieser lag in einer sterilen Doppelschale, 
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in der sich etwas steriles Wasser befand, so daf® kein Eintrocknen der Kul- 
tur eintreten konnte. 

Am niachsten Tag bot sich ein iiberraschendes Bild dar. In mehreren 
Zellen hatien sich 2 bis 4 Sporen entwickelt. Die Zellwinde waren auf- 
fallend diinn und zart. Tags darauf war die Sporenbildung bereits in vielen 
Zellen eingetreten. Die Sporen liefen sich nach der Methode Czaplewski 
sehr schén anfarben. 

Die sporulierende Hefe wurde nun zum Teil in Wiirze und zum Teil 
auf Wiirzeagar gebrachi und bald trat in beiden Fallen Auskeimung der 
Sporen ein. Wurde nun diese Keimungsgeneration neuerdings auf einen 
Gipsblock aufgetragen, so trat nach kurzer Zeit abermals Sporenbildung 
ein. Die erste und auch die folgenden Keimungsgenerationen zeichneten 
sich durch starke Garkraft und vorziigliche Backeigenschaften aus, durch 
Kigenschaften also, die der normalen Torulopsis-Hefe nicht zukommen und 
nur durch besondere Ziichtungsbedingungen fallweise erreicht werden 
kénnen (Hayduck und Haehn 1922, Windisch 1933, Fink und 
Just 1938). 

Bei Weiterkultivierung im Nahrsubstrat erlangt die Hefe wieder ihr 
typisches Aussehen. In den Zellen finden sich meist eine groBe Vakuole 
und ein bis zwei Fettrépfchen vor. 

Das Auftreten der Sporenbildung in Torulopsis-Zellen war héchst iiber- 
raschend. 

Die Versuche wurden mit demselben Material wiederholt und auch 
andere getrocknete Hefen von Torulopsis utilis verschiedener Herkunfi 
denselben Versuchsbedingungen unterworfen und beobachtet. 

Bei allen Hefen trat ausnahmslos Sporenbildung ein, und zwar nidhit 
etwa in vereinzelten Fallen, sondern in rund 80% des zur Untersuchung 
gelangten Materials. 

Anscheinend treten durch den Trocknungsproze 
Veranderungen in der Zelle ein, die die Sporenbildung 
begiinstigen. 

Es war nun naheliegend, diese Ergebnisse mit Reinzuchthefen zu iiber- 
prifen. 

Herr Professor Janke stellte mir zum Zwecke meiner weiteren Unter- 
suchungen Reinkulturen aus seinem Institut fiir Mikrobiologie an der Tech- 
nischen Hochschule in Wien zur Verfiigung, wofiir ich ihm hier meinen 
besten Dank ausspreche. 

Es wurde nun. zunichst versucht, den Trocknungsprozef nachzuahmen. 

Von der Reinkultur der Torulopsis utilis wurde auf Wiirze abgeimpft 
und die Hefe, ohne sie zu beliiften, bis zur Absprossung darin belassen. Bei 
samtlichen Versuchen wurden die Kulturen bei 28°C bebriitet. Von der jun- 
gen Kultur wurde auf neue Wiirze abgeimpfi. Im allgemeinen geniigten 
zwei bis drei Chargen, bis die Hefe ein kraftiges und vor allem ein sehr 
gleichmaRiges Aussehen erlangt hatte. Von der letzien Charge wurde eine 
kleine Menge in eine vorher erhiizte Petrischale eingebracht und auf ganz 
kurze Zeit in den Trockenschrank bei 100°C gegeben. Nach Zugabe von 
Wiirze und Bebriitung (28°C) hatten nach 24 Stunden viele der ge- 
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schrumpften Zellen wieder normales Aussehen erlangt und _ sproften. 
Von dieser Kultur wurden nun zwei bis drei Chargen hergestellt. Die 
Hefe giarte kraftig, Fett bildete sich nicht aus. Dem Aussehen nach 
glichen die Zellen wieder jenen von Saccharomyces cerevisiae. 

Sobald im Plasma leichte Granulierung eingetreten war, wurde die Hefe 
auf einen sterilen Gipsblock aufgetragen. Am folgenden Tag war in den 
Zellen das Plasma triiber und die Granulierung ausgepriagter geworden. In 
manchen Zellen waren bereits aus der Lagerung der Inhaliskérper und aus 
dem ganzen Plasmagefiige die ersten Ansiatze der Sporenbildung, ja auch 
schon die Anzahl der zur Ausbildung kommenden Sporen erkennbar. Nach 
weiteren 20 Stunden hatten rund 20% der Zellen zwei, drei und vier Sporen 
ausgebildet. Sehr viele Zellen befanden sich noch im Ausbildungsstadium. 
Andere Zellen wieder wiesen eine starke Granulierung auf. Dabei waren 
zwei Arten der Stellung der Grana innerhalb der Zelle zu beobachten. In 
dem einen Falle war die Zelle mit Grana vollgestopft, die sich anscheinend 
durch gegenseitiges Verschmelzen zu grofen runden, stark lichtbrechenden 
Gebilden entwickelten, die in einer plasmatischen Grundsubstanz einge- 
bettet waren. Durch einen sanften Druck auf das Deckglas konnten die 
Grana zum Ausschwirmen gebracht werden. 

Im zweiten Fall umschlossen die Grana die Vakuole oder, wo Vakuolen- 
zerkliiftung eingetreten war, jede einzelne Teilvakuole kranzartig. 

Nach weiteren 24 bis 48 Stunden war das Maximum der Sporenbildung 
erreicht. Fast 80% der Zellen hatten Sporen ausgebildet. Damit war die 
Tatsache bestatigt, daf auch die Torulopsis utilis unter geeigneten Bedin- 
gungen zur Ausbildung von Sporen gebracht werden kann. 

Es erhob sich nun die Frage, ob die im Plasma stattgefundenen Verin- 
derungen durch die hohe Temperatur und den damit verbundenen Wasser- 
entzug hervorgerufen worden war, oder ob der Wasserentzug allein schon 
geniigt, den Organismus zur Sporenbildung zu bringen. 

Zur Enischeidung dieser Frage wurde eine Zellsuspension von Torulopsis 
utilis in einer sterilen Petrischale 20 Stunden hindurch einer Temperatur 
von 45°C ausgeseizt. Diese luftgetrocknete Hefe wurde hierauf in Wiirze ein- 
gebracht und so lange auf standig erneuertem Nahrboden gehalten, bis die 
bereits friiher geschilderten Veranderungen, wie starke Garkraft, Fehlen der 
Fettbildung, feine Granulierung des Plasmas, zu beobachten waren. War 
dieser Zustand eingetreten, so wurde die Hefe auf einen sterilen Gipsblock 
aufgetragen. Am nachsten Tag konnten bereits Veranderungen im Plasma 
festgestellt werden und bald bildeten sich auch die ersten Sporen aus. Am 
folgenden Tag war das Maximum der Sporenbildung erreicht. Ungefahr 
80% der Zellen wiesen Sporen auf, die iibrigen zeigten die bereits erwaihn- 
ten Granabildungen. 

Da die Sporenbildung also auch bei der nieder gehaltenen Temperatur 
eingetreten war, kann daraus der Schluf gezogen werden, daf der 
Wasserentzug allein im Plasma jene Verinderungen 
hervorruft, die zur Ausbildung der Sporen fihren. 

Da ferner die auf den Gipsblock gebrachten Zellen in der Regel keine 
Vakuolen aufwiesen, mute das Wasser somit dem Plasma, und zwar vor 
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allem den Grenzschichten, entzogen worden sein. Dadurch treten offenbar 
Stérungen im Gleichgewicht des chemischen Geschehens im Organismus ein. 
die zu Anderungen im System der Enzyme fiihren. Diese Regulatoren des 


Stoffwechsels lésen dann in der Zelle Reaktionen aus, die im normalen Zu- 
stand nicht eintreten. 

Solche enzymatische Umsetzungen gehen eben, wie bekannt, hauptsiich- 
lichst in den Grenzschichten vor sich. 

Bei den bisherigen Ver- 
suchen wurde der Was- 
serentzug durch Trock- 
nung bei verschieden 
hohen Temperaturen her- 
beigefiihrt. Es war nun 
naheliegend, den Wasser- 
entzug aus den Zellen 
auch durch  osmotische 
Vorgiinge, also durch Ein- 
bringen der Zellen in os- 
motisch wirksame Lésun- 
gen, durchzufiihren und 





mit den so behandelten 
Organismen Versuche an- 
zustellen. 

Zunichst kamen Lésun- 
gen eines Neutralsalzes 
zur Verwendung. Die 
Wahl fiel auf CaCl,. Nach 
den Arbeiten von H6f- Abb. 1. Sporenbildung bei einer Reinzucht von 
ler (1952) und Weber  Torulopsis utilis. Nach vorhergegangenem Trock- 
(1932) kommt dem Ca-lIon —nungsproze tritt auf dem Gipsblock starke Sporen- 
bei der Restitution der bildung ein. 

Grenzschichten in vielen 

pflanzlichen Zellen eine mafgebliche Rolle zu. Aus eigenen Untersuchungen 
ist mir bekannt, daB dieses Salz keine schaédlichen Wirkungen auf das 
Plasma ausiibt (Weixl-Hofmann 1930). Es wurde nun Torulopsis 
utilis in Wiirze eingebracht, der CaCl, zugesetzt worden war. Die Zellen 
entwickelten sich darin ausgezeichnet. Nach der dritten Charge begann die 
Hefe zu giaren und es traten jene Veranderungen auf, die bereits bei ge- 
trockneter Torulopsis-Hefe festgestellt werden konnten. Die Hefe kam nun 
auf einen Gipsblock und wurde bei 28°C inkubiert. Innerhalb 48 Stunden 
trat in der Mehrzahl der Zellen Sporulierung ein. 

Bei den folgenden Versuchen wurden saure und basische Lésungen 
herangezogen. 

Bei Zugabe von H,SO, zur Wiirze, der pH-Wert lag etwas unter 3, trat 
starke Zellschrumpfung ein. Die meisten Zellen starben ab. Die wenigen 
am Leben verbliebenen waren sehr klein und ihr Plasma infolge der hohen 
Konzeniration stark lichtbrechend. Am Gipsblock nahmen die Zellen etwas 
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an Volumen zu der Gipsblock steht ja in sterilem Wasser — und bil- 
deten nach einiger Zeit Sporen aus, die entwicklungsfahig waren. Die 
Lebenskraft, die den so gequilten Zellen immer noch innewohnt und sie zu 
LebensiiuBerungen wie die Sporulierung treibt, ist unvorstellbar. 

Der niichste Versuch fand im alkalischen Medium, und zwar bei Zusatz 
von NaOH zur Wiirze, statt. Der pH-Wert lag bei 10. Die Zellen blieben 
durchweg am Leben. Am Gipsblock nahmen sie nach einiger Zeit oft 
bizarre Formen an. In den Zellen selbst zeigten sich mehrere runde Gebilde. 
die sich zu wenigen gréBeren, sporenahnlichen Kérpern formten. Die Sporen- 
firbung verlief aber negativ und auch die Fettfarbung mit Sudan war 
nicht iiberzeugend. Erst spatere, noch zu beschreibende Versuche brachten 
die Erklarung fiir diese merkwiirdigen Bildungen. 

Bei einem weiteren Versuch, bei dem der pH-Wert 8 betrug. trat hin- 
gegen Sporenbildung ein +. 

Aus den bisherigen Versuchen geht iiberzeugend hervor, daf die He fe 
Torulopsis utilis die Fahigkeit besitzt, normale, ent- 
wicklungsfahige Sporen auszubilden. Die Sporenbil- 
dung kann durch Wasserentzug aus den Zellen und an- 
schlieBendem Haltenunter Nahrungsmangel und reich- 
lichem Lufizutritt herbeigefiihrt werden. Der Wasser- 
entzug kann durch Trocknungsprozesse, durch Ein- 
bringen der Zellen in osmotisch wirksame Lésungen 
und durch Veranderung des pH-Wertes im Niahrsub- 
strat durchgefiihrt werden. 

Es war nur noch festzustellen, ob auBer der Torulopsis utilis auch noch 
andere Torulopsis-Arten unier entsprechenden Bedingungen zur Sporen- 
bildung gebracht werden kénnen. 

Zur Untersuchung kam die rote Hefe Eutorulopsis sanguinea, kurz 
Torulopsis sang. genannt. Die Reinkultur stammte wieder aus dem In- 
stitut fiir Mikrobiologie an der T. H. in Wien. 

Die Zellen dieser Hefe sind elliptisch bis langlich geformt, haben meist 
eine grofe, zentral gelegene Vakuole und enthalten Fettkérperchen. 
Torulopsis sang. besitzt kein Garvermégen. Ihre Zellwand ist im Gegensatz 
zu anderen Eutorulopsis-Arten nicht verschleimt. 

Von der Reinkultur, die auf Wiirzeagar gezogen war, wurde eine Abimp- 
fung auf Wiirze hergestellt und diese bei 289 C bebriitet. Die Zellen waren der 
Form und auch der GréBe nach zunichst recht unterschiedlich. Viele lagen 
einzeln, andere bildeten Zellketten. Nach zwei bis drei Chargen in Wiirze 
wurden die Zellformen gleichmaBiger und ergaben ein einheitliches Bild. 

Von der letzten Charge wurde ein Teil der Hefesuspension in eine vor- 
her auf 100°C erhitzte Petrischale eingebracht, auf dem Boden derselben ver- 
ieilt und kurze Zeit einer Temperatur von 100°C ausgesetzt. Dieser so be- 
handelten Hefe wurde nun Wiirze zugegeben und die Kultur bebriitet. Die 
geschrumpften Zellen erholten sich bald. Nach mehrmaligen Uber- 


1 Nach Welten (1914/15) bilden auch sporogene Hefen in alkalischer Lésung 
keine Sporen aus, sondern nur in neutraler oder saurer. 
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trageninimmer neue Wiirzetrat auch hier Garung ein. 
Das Plasma war fein granuliert, Olkérperchen waren nichi zu sehen. In 
diesem Stadium kam die Hefe auf den Gipsblock. 

Tags darauf war die Granulierung stirker geworden und in vielen Zel- 
len war aus der Stellung der Inhaltskérper der Beginn der Sporenbildung 
bereits zu erkennen. Am niachsten Tag hatten viele Zellen zwei, drei und 
vier Sporen ausgebildet. 

Dieser Versuch wurde mehrmals wiederholt und immer zeigte sich das- 
selbe Ergebnis. 

Es fanden im Zelleben der Torulopsis sang. anscheinend analoge Vor- 
gange und Verinderungen statt wie bei Torulopsis utilis und fiihrten dann 
eben zur Ausbildung von Sporen. 

Bei Torulopsis sang. kam noch eine weitere. bemerkenswerte Erschei- 
nung hinzu. Die auf dem Gipsblock aufgetragene Hefe verlor wahrend des 
Sporulierungsprozesses ihre rote Farbe und wurde hellgelb. Auch die aus 
den Sporen hervorgegangenen Zellgenerationen bildeten auf Agar nicht 
mehr rote, sondern hellgelbe Kolonien aus. Die rote Hefe Torul- 
opsis sang, war somit in eine weike F orm iibergegangen. 

Ein anderer Versuch, bei dem die Hefe durch 30 Minuten hindurch bei 
65°C getrocknet wurde, zeigte nach Auftragen auf dem Gipsblock prachivolle 
Sporenbildung in den Zellen. Wie bei den friiheren Versuchen trat die 
Sporenbildung auch hier nach 24 Stunden ein und erreichte ihr Maximum 
nach 2 bis 3 Tagen. Zunachst war in den Zellen aufer den Sporen noch 
Plasma vorhanden, in dem auch vereinzelte Grana lagen. Mit Reifung der 
Sporen nahm der Plasmarest mehr und mehr ab und war schlieBlich ganz 
aufgebraucht. Die Sporen fiillten dann den Zellraum ganz aus. Brachte man 
die Sporenzellen auf einen Naihrboden, so nahmen die Sporen an GroBe zu. 
Dabei kann es zu einem Auflésen der Zellwand kommen, wobei dann die 
Sporen auseinanderfallen und voneinander getrennt Sprosse ausbilden, 
oder aber die Sporen dehnen die Membran und beginnen noch innerhalb 
derselben auszukeimen. Die Membran liste sich dabei aber allmahlich auf. 

Waren aber zum Zeitpunkt der Ubertragung in ein Nahrmedium nicht 
alle Sporen einer Zelle ausgereift, so trat bei den nicht ausgereiften Sporen 
Riickbildung ein und nur die ausgereiften kamen zur Keimung. Bildeten 
sich alle Sporen einer Zelle zuriick, so begann diese nach einiger Zeit als 
vegetative Zelle aufs neue zu sprossen ?. 

In den Zellgebieten, in denen die Auflésung der Sporen stattgefunden 
hatte, trat wieder die plasmatische Grundsubstanz mit einer mehr oder 
minder starken Granulierung in Erscheinung. 

Auch die in manchen Zellen vorhandene starke Granabildung léste sich 
in feingranulierte Plasmasubstanz auf. 

Aus diesen Vorgingen ist deutlichh zu erkennen, dak zwischen 
Grana- und Sporenbildung innige, wahrscheinlich ur- 
sichliche Zusammenhiange bestehen (Schanderl 1951). 


2 Dieselbe Erscheinung konnte ich auch bei nicht voll ausgereiften Sporenzellen 
von Lactobazillen feststellen. 
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BelaBt man die sporulierenden Zellen weiter auf dem Gipsblock, also 
bar jeder Nahrungszufuhr. so kann zwar auch ein Auflésen der Zellwiinde 
eintreten, doch fallen die Sporen nicht auseinander, sondern bleiben weiter- 
hin beisammen. Ein Auskeimen erfolgt dann natiirlich nicht. 

In den Sporen gehen aber weitere Entwicklungsprozesse vor sich. Es 
bilden sich darin wieder Grana aus, die an GréBe zunehmen und stark 
lichtbrechend sind. Es hat den Anschein, daft innerhalb der Sporen eine 
Art neuerlicher Sporulierungsvorgang vor sich ginge. Die Membranen der 
Sporen kénnen sich ebenfalls auflésen und die Grana liegen dann frei. 
Diese Gebilde sind lebensfahig und entwickeln sich, in ein Nahrmedium 
gebracht. weiter. 

Sporulierende Torulopsis-Hefen erhalten sich auf dem  Gipsblock 
monatelang und bleiben voll entwicklungsfahig. Auch in sterilem Wasser 
halten sich sporulierende Zellen ausgezeichnet. 

AuBer den sporulierenden Zellen waren auf dem Gipsblock auch noch 
Zellen zu sehen, die durch starke Granabildung hervortraten (H. Drawer t 
und M. Kirber 1956). Die Zellen waren dabei mit Grana angefiillt oder 
sie umschlossen kranzartig die Vakuole. 

Die Grana traten entweder einzeln aus der Zellwand aus, oder es 
schliipfie die gesamte Masse auf einmal aus. Oft blieben die Grana aufen 
an der Zellwand haften. Wenn der ganze Zellinhalt geschlossen austrat., 
schienen die Grana durch eine plasmatische Subsianz untereinander ver- 
bunden zu sein. aus der sie sich nur langsam lésten. 

War in den Zellen auch nur ein einzelnes Granum zuriickgeblieben, so 
blieb die Zelle lebensfahig. 

In diesem Zusammenhang seien jene tanzenden Kérperchen erwahnt. die 
sich manchmal in den Vakuolen, aber immer einzeln. vorfinden. Ein solches 
Koérperchen scheint ein aus dem Plasma stammendes Granum zu sein. Bei 
emem solchen Granum konnte einmal eine Art Vermehrungsvorgang be- 
obachtet werden. Es brach aus dem Granum plotzlich ein kleines Kérper- 
chen hervor, das an GréBe etwas zunahm. Nach einigen Minuten erfolgte 
abermals ein Hervorbrechen eines zweiten Kérperchens. Das urspriingliche 
Granum blieb mit seinen zwei .Sprossen* beisammen und hatte etwa die 
Form eines T (Miiller 1956). 

Die aus den Zellen ausgetretenen Grana bestanden entweder nur aus 
dem Granakern oder es hafteten diesen noch ein Plasmateilchen an. Dieses 
ungeformte, zarte Gebilde schob sich allmahlich um das Granum herum und 
umhiillte es. In der Mutterzelle waren die Grana entweder von runder 
Gestalt oder sie hatten die Form eines Kurzstabchens mit einem verdickten 
Ende. Die Verschiedenheit der Formbildung ist offenbar in den verschiede- 
nen Entwicklungsstadien der Granula begriindet. 

Die Form der Kurzstabchen fand sich vor allem in jenen Zellen vor. bei 
denen die Vakuole von den Grana ringartig umschlossen war. Diese An- 
ordnung erinnert stark an systrophische Umlagerungen im Plasma, wie sie 
durch Reize verschiedener Art ausgelést werden koénnen. Das Plasma fiihrt 
dann bekanntlich die Inhaliskérper an den Zellkern heran, wo sie so lange 


festgehalten werden. bis die Reizwirkung aufhért (Germ 1932/33). 
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Bei meinen Versuchen vollzog sich nun die Anordnung der Grana um die 
Vakuole, wo nach neueren Untersuchungen der Zellkern zu liegen scheint 
(Lindegren). 

Der Reiz, der diesen Vorgang ausgelést hatte, war offenbar durch den 
Wasserentzug hervorgerufen worden. Kommt die Hefe namlich wieder in 
normale Lebensbedin- 
gungen. so lésen sich 
die Granaansammlun- 
gen wieder auf. 

Das Zustandekom- 
men der Grana und 
die Frage nach ihrer 

Weiterentwicklung 
sind Gegenstand wei- 
ierer Versuche, woriiber 
eesondert berichtet 
werden soll. In Zu- 
sammenhang mit die- 
sen Untersuchungen 
wird dann auf die vor- 
handene, die Grana 
betreffende Literatur 
eingegangen werden. 

Die bei der Sporen- 
bildung von Saccharo- 
myces und anderen 


Hefen am Gipsblock Abb. 2. Torulopsis sang. Kranzartige Anordnung der 


ausgetretenen Grana Grana um die Vakuole. Die Grana haben die Form 
wurden fiir lange Zeit eines Kurzstaébchens mit verdicktem Ende. 

fiir Bakterieninfektio- 

nen angesehen, bis Schander| (1931) erkannte, daB es sich dabei um 
Inhaltskérper der Hefezellen handelt. 

Die weiteren Versuche bezogen sich nun auf den Einflu® von Osmotika 
auf Torulopsis sang. Zur Verwendung kamen dabei Nahrlésungen mit 
CaCl,-Zusatz, in denen sich die Hefe sehr gut entwickelte. Am Gipsblock 
irat reichliche Sporenbildung ein. In den Sporen zeigte sich ein stark licht- 
brechendes Kérperchen. Bei diesem Versuch war auch die Granabildung 
hesonders eindrucksvoll. Es war deutlich zu erkennen, daB die Grana nicht 
bloB Inhaltskérper sind, sondern einigermaBen selbstindige Organellen 
darstellen. 

Bei Zusatz von H,SO, zur Wiirze (pH =3) starben viele Zellen ab. Die 
iibrigen waren entweder stark granuliert oder bildeten Sporen aus. 

Interessant waren die Versuche im alkalischen Milieu. Bei pH-Werien 
von 10 und dariiber entwickelten sich Zellen, die entweder Vakuolenbil- 
dung oder Granulierung aufwiesen. Am Gipsblock formien sich in den 
Zellen groBe runde, sporenahnliche Gebilde, deren Plasma keinerlei Dif- 
ferenzierung aufwies. Der iibrige Zellraum erschien optisch leer. 
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Die Sporenfarbung verlief negativ. Mit Sudan II] kam nur schwache 
Anfarbung zustande. Nur in vereinzelten Zellen kam es zur Sporenbildung. 

Ein anderer Versuch wurde im namlichen Medium bei pH 8 durch- 
gefiihrt. Hier trat am Gipsblock reichliche Sporenbildung ein. Meist kamen 
eine, zwei und drei Sporen zur Ausbildung. Sie fiillten das Zellinnere nicht 
zur Giinze aus und der verbleibende Raum war auch hier vollig leer. 

Nun schlossen sich Versuche an, bei denen der Wasserenizug aus dem 
Plasma durch Kalteeinwirkung erzielt wurde. 

Von einer Agarkultur der Torulopsis sang. wurde eine Probe in ein 
leeres steriles Glasréhrchen eingebracht und 30 Minuten hindurch einer 
Temperatur von — 39°C ausgesetzt. Hierauf wurde nach Zugabe von Wiirze 
die Kultur bei 28° C bebriitet. Die Zellen schienen unverandert zu sein. Nach 
zwei Passagen in Wiirze trat jedoch Garung ein, worauf die Hefe auf einen 
Gipsblock gebracht wurde. Am folgenden Tag waren die Zellwinde starrer 
und das Plasma gelatinéser geworden. In vielen Zellen war deutlich ein 
Abheben des Protoplasmas von der Zellwand, also Plasmolyse zu erkennen. 
Es war also durch die Einwirkung der Kalte und. wie jetzt klar wurde. 
auch durch den Einflu® des alkalischen Milieus bei héheren pH-Werten 
Plasmolyse eingetreten, ein Zustand, der bisher bei Hefe nur selten be- 
obachtet werden konnte. 


In der Zelle rundete sich der Protoplast und in seinem Innern irat deut- 
lich ein dunkler Kern hervor, der von einem hellen Hof umgeben war. Viel- 
fach war im Protoplasten auch noch ein sichelférmiges Kérperchen zu er- 
kennen. Untersuchungen iiber die Natur dieser K6rper sind noch im Gange. 


Die Abhebung des Plasmas von der Zellwand und die Ausbildung des 
Protoplasten war in allen Zellen zu beobachien. Das Bild war ein durchaus 
einheitliches. 

Mit Methylenblau behandelt, blieben die Zellen selbst ungefarbt. aber 
auBen an der Zellwand und auch an der Oberflaiche des Protoplasten sah 
man zahlreiche blau gefarbie kleine Kiigelchen sitzen. 

In ein Nahrmedium iibertragen, trat kein Riickgang der Plasmolyse ein, 
sondern der Protoplast trat aus der Zelle aus und begann zu sprossen. Die 
neue, direkt aus dem Protoplasten hervorgegangene Generation bestand 
durchweg aus runden Zellen. Diese Zellen entwickelten eine lebhafte 
SproBtatigkeit und bildeten Zellverbande. Auch diese Zellen waren von 
runder Gestalt. Es war deutlich erkennbar. daf die Zellen keine normale 
Zellwand besaBen und ihre Kugelgestalt anscheinend durch das Wirken 
oberflachenaktiver Krafte zustande kam. Erst nach mehrmaligem Uber- 
tragen auf immer neuen Wiirzeagar nahmen die Zellen allmahlich wieder 
ihre urspriingliche Form an. Anscheinend sind in der Wiirze Stoffe vor- 
handen, die den Zellen die Restitution und den Aufbau der Zellwand er- 
méglichen. 

Nun fanden auch die merkwiirdigen, undifferenzierten Gebilde. wie sie 
in alkalischen Nahrlésungen bei hohen pH-Werten in den Zellen aufge- 
treten waren, ihre Erklarung. Es scheint offenbar auch hier Plasmolyse ein- 
getreten und die in den Zellen beobachieten Koérper Protoplaste gewesen 
zu sein. 
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Die iiberraschenden Erscheinungen, die sich bei Kalteeinwirkung auf die 
Zellen von Torulopsis sang. zeigten, bewogen mich, nun auch diesbeziigliche 
Versuche mit Torulopsis utilis anzustellen. 

Die Hefe wurde 30 Minuten hindurch einer Temperatur von — 2°C aus- 
gesetzt, ihr dann Wiirze zugegeben und sie bei 28°C bebriitet. Auf Gips ge- 
bracht, trat auch hier in 
der Mehrzahl der Zellen 
Plasmolyse ein, In ein 
Nahrmedium _ iiberge- 
fiihrt, trat der abgerun- 
dete Protoplast aus der 
Mutterzelle aus, und 
bald setzie Sprossung 
ein. Im Innern des Pro- 
toplasten und der aus- 
gesproBten Zellen hob 
sich wieder ein dunkler 
Kern scharf ab. In ver- 
einzelten Zellen waren 
auch Sporen zu sehen. 
Der Hauptsache nach 
zeigten sich bei den Ver- 





suchen mit Torulopsis 
utilis dieselben Erschei- 
nungen, wie sie bei Toru- 
lopsis sang. zu beobach- 
ten waren. DaB zum Abb. 3. Kalteeinwirkung bei Torulopsis sang. Die 
aus den Zellen ausgetretenen Protoplaste befinden sich 
in reger SproBtatigkeit. Die Zellen der aus den Proto- 
plasten hervorgegangenen Sprofgeneration sind kugel- 
formig. In allen Zellen tritt ein rundes Kerngebilde 
hervor. 





Unterschiede von Toru- 
lopsis sang. hier in ein- 
zelnen Zellen auch Spo- 
renbildung eingetreten 
war, hat seinen Grund 
offenbar darin, daf der Wasserentzug ein geringerer war. 

An dieser Stelle méchte ich noch Versuche erwahnen, die ich mit der 
Kahmhefe Mycoderma Lafarii Janke durchgefiihrt habe. Baltatu fand 
im Jahre 1939 in den Heferingen von Traubenmosigelager erstmalig sporu- 
lierende Mycoderma-Zellen vor. Es gelang ihm dann, verschiedene Mico- 
derma-Arten, darunter auch die Mycoderma Lafarii Janke zum Sporu- 
lieren zu bringen. Die Sporenbildung trat dann ein, wenn der Gipsblock in 
Most stand, dem noch Essig- oder Weinsaure zugegeben war. Lag er hin- 
gegen in sterilem Wasser, so kam es nicht zur Ausbildung von Sporen. 

Die Sporenbildung scheint also auch hier als Folge des Wasserentzuges 
im sauren Medium eingetreten zu sein. 

Ich untersuchte nun Mycoderma Lafarii Janke hinsichtlich des Einflusses 
von Hitze und Kalte. 

Eine Hefeprobe wurde durch 30 Minuten hindurch einer Temperatur 
yon — 2°C ausgesetzt und parallel dazu eine Probe 5 Minuten in den Trocken- 
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schrank bei 96°C gebracht. Beiden Proben wurde hernach Wiirze zugesetzt 
und sie dann bei 25° C bebriitet. Am Gipsblock trat in beiden Fallen Sporen- 
bildung ein. Wahrend in der erhitzten Probe in den Zellen 1—4 Sporen 


zur Ausbildung kamen, fanden sich bei der gekiihlten Probe immer nur 
zwei Sporen in den Zellen vor. Hier waren aus vielen Zellen kleine K6rn- 
chen ausgetreten, die auBen an der Zellwand haftenblieben. 

Bei weiteren Ver- 
suchen wurde Myco- 
derma einer Tempera- 
tur von —19°C aus- 
gesetzt. Nach Zugabe 
von Wiirze entwickel- 
ten sich innerhalb von 
24Stunden schone ling- 
liche Zellen, die lebhafi 
sproBten. Giarungser- 
scheinungen konnten 
bei Mycoderma nicht 
beobachtet werden. Am 
Gipsblock bildeten die 
Zellen je zwei Sporen 
aus. Dabei trat in den 
Zellen zunichst eine 
Zweiteilung des Plas- 
mas ein, die durch das 
Auftreten kleiner glin- 
zender Kiigelchen in 
der Teilungsebene be- 
Abb. 4. Sporenbildung durch Kialteeinwirkung bei sonders deuilich in Er- 
Mycoderma Lafarii Janke. Im Zellfaden sind verschie- 
dene Entwicklungsstadien der Sporenbildung zu sehen. 
Von der Zweiteilung des Plasmas (links unten einzelne 
Zelle) fiihrt der Weg iiber das Auftreten kleiner 
glinzender Kérperchen (unterste Zelle im Faden) zur 
Ausbildung einer derben Querwand. In jeder Zell- 
halfte kommt eine Spore zur Ausbildung. In der 
obersten Zelle des Fadens kranzartige Anordnung der te? nahe der Tren- 
Grana um die Vakuole. Oberhalb des Fadens eine von nungswand, und zwar 
der Spore bereits verlassene Membranhilfte. In der in entgegengesetzier 
unteren Halfte des Fadens eine leere Zelle. Die Aus- Richtung,ausden Mem- 

trittsstelle der einen Spore ist deutlich sichtbar. branhilften aus. Diese 





scheinung trat. Die bei- 
den Plasmahalften ver- 
dichteten sich und in 
jeder derselben kam 
eine Spore zur Ausbil- 
dung. Die Sporen tra- 


hatten sich anscheinend 
durch den Kiihlungsvorgang versteift und blieben auch im leeren Zustand 
noch langere Zeit bestehen. In manchen Zellen trat nach erfolgter Zwei- 
teilung in einer oder auch in beiden Zellhalften eine Weiterteilung ein. 
wobei die neuen Trennungswande senkrecht zur ersten lagen. In diesem 
Falle kamen in jedem der Teilbereiche je eine Spore zur Entwicklung. 
In jeder Spore trait ein scharf konturierter dunkler Kern hervor. Nach 
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dem Austritt der Spore trat lebhafte Sprossung ein. Es bildeten sich 
Sprokverbande von durchweg runden Zellen aus. Populationsvorginge 
konnten wiederholt beobachtet werden. Nach dem Zerfallen der Ver- 
bande wuchsen sich die Zellen zu ihrer normalen linglichen Form aus. 
Die Versuche mit Mycoderma werden fortgesetzt. 

Diese Versuche bestatigenaufs neue, dak die Ursache 
der Sporenbildung im Wasserentzug aus dem Zell- 
plasma zu suchen ist. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchungen ergaben, da sowohl die Torulopsis utilis als auch 
die Torulopsis sanguinea, die bisher als asporogen galten, unter entspre- 
chenden Bedingungen imstande sind, normale, entwicklungsfahige Sporen 
auszubilden. 

Als Grundbedingung der Sporenbildung wurde dabei der Wasserentzug 
aus dem Zellplasma erkannt. 

Dieser ruft in den Zellen eine Lockerung des Systems Plasma — Zell- 
wand hervor, wodurch das Plasma und vor allem die Grenzschichten des- 
selben Veranderungen erfahren, die zu einer Umstellung im Stoffwechsel 
fiihren. 

Diese Veriainderungen sind zunachst aduBerlich nicht erkennbar und 
treten erst bei Weiterkultivierung der Zellen, z. B. in Wiirze, in Erscheinung. 
So entwickelt die Hefe starke Giarfahigkeit, waihrend die fiir Torulopsis 
so charakteristischen Fettkérperbildungen unterbleiben: Beide Erscheinun- 
gen, Garung und Fettbildung, sind fiir das Zelleben Prozesse so tiefgehen- 
der Art, daB eine Umstellung in diesen Ablaufen nur durch eine im Enzym- 
system erfolgte Umsteuerung hervorgerufen werden konnte. 

Werden die durch den Wasserentzug modifizierten Zellen nun un- 
giinstigen Lebensbedingungen ausgesetzt, wie dies bei Auftragen auf einen 
Gipsblock der Fall ist, so tritt Sporenbildung ein. Meist kommen zwei, drei 
und vier Sporen in den Zellen zur Ausbildung, selten nur eine. 

Bringt man die sporenfiihrenden Zellen in ein Nahrmedium zuriick, so 
tritt bald darauf Auskeimung der Sporen ein. Die neue Generation besitzt 
starke Garkraft und bildet, auf den Gipsblock gebracht. neuerdings Sporen 
aus. Die aus diesen Sporen hervorgehende Generation zeichnet sich eben- 
falls durch starke Garkraft aus. : 

Der Wasserentzug aus dem Zellplasma kann durch Hitze- und Kialte- 
einwirkung erzielt werden, ferner durch Einbringen der Hefe in osmotisch 
wirksame Lésungen, sei es unter Beibehaltung des pH-Wertes oder durch 
Verschiebung nach dem sauren oder alkalischem Bereich hin. 

Bei Wasserentzug durch Trocknen eines Hefeaufstriches bei verschiede- 
nen Temperaturen oder durch Erhitzen einer Hefesuspension bei 100°C 
bilden nach Auftragen auf den Gipsblock rund 80% der Zellen Sporen 
aus. 

Was den Wasserentzug durch Kilte betrifft. so wiesen bei dem Versuch 
mit Torulopsis utilis einzelne Zellen Sporenbildung auf, wahrend bei den 
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iibrigen starke Plasmolyse eintrat. Bei den Versuchen mit Torulopsis san- 
guinea trat in den Zellen durchweg irreversible Plasmolyse ein. Die starke 
Kontraktion des Plasmas lie® erkennen. da der Wasserentzug so grok 
war, daB infolge der zu hohen Plasmakonzentration keine Sporenbildung 
eintreten konnte. 

Erfolgte der Wasserentzug durch osmotische Einwirkungen bei Beibe- 
halten des pH-Wertes. so trat bei allen Versuchen am Gipsblock reiche 
Sporenbildung ein. 

Im alkalischen Bereich zeigten sich Quellungerscheinungen, und je nach 
der Héhe des pH-Werites stellte sich Plasmolyse oder Sporenbildung ein. 
Bei pH-Werten von 10 und dariiber trat am Gipsblock Plasmolyse ein, 
wobei es oft zu einem ZerreiBen des Plasmas und zur Ausbildung von 
Teilprotoplasten in den Zellen kam. 

Bei einem pH-Wert von 8 trat hingegen am Gipsblock reiche Sporen- 
hildung ein, doch fiillten die Sporen den Zellraum nicht aus und der rest- 
liche Raum war optisch leer. Es scheinen auch in diesem Falle plasmoly- 
tische Vorgiinge mitgewirkt zu haben. die aber die Sporenbildung nicht be- 
eintrachtigen konnten. 

Im sauren Bereich trat hingegen bei pH 2.5—3 Zellschrumpfung ein und 
die meisten Zellen starben ab. Die restlichen Zellen bildeten Sporen aus 
oder waren stark granuliert. 

Werden sporulierende Zellen wieder in normale Lebensbedingungen 
riickgefiihrt, so tritt je nach dem Reifezustand der Sporen Keimung oder 
Riickbildung derselben ein. 

Neben den sporenfiihrenden Zellen sind am Gipsblock auch Zellen zu 
sehen, die mit Grana vollgefiillt sind und auch solche, bei denen sie die 
Vakuole kranzartig umsaumen. Je nach dem Entwicklungszustand waren 
die Grana rund oder sie hatten die Form eines Kurzstabchens. In bestimm- 
ten Stadien hatte der Granakern noch ein ungeformtes plasmatisches Ge- 
bilde anhiangen. 

Die Grana sind keineswegs als bloBe Inhaliskérper der Zelle anzu- 
sprechen, sondern stellen vielmehr selbstandige entwicklungsfahige Gebilde 
dar. 

Behalt man die abnormen Lebensbedingungen am Gipsblock bei, so 
kann es innerhalb der Sporen wieder zur Ausbildung von Grana kommen. 
Auch diese sind lebensfahig und kénnen sich vermehren. 

So findet der ZerteilungsprozeB in der Zelle in immer kleinere Lebens- 
einheiten seinen Fortgang und schafft Organismen, deren Wirken noch im 
Dunkeln liegt. 

Das formenreiche Bild, das sich bei den Versuchen am Gipsblock dar- 
bietet. laBt erkennen, welch tiefgreifende Veranderungen der Wasserent- 
zug aus den Zellen bewirkt und wie empfindlich sie auf das Ausmab des- 
selben reagieren. 


Sicherlich kénnen die Mikroorganismen auch durch mannigfache Ein- 
wirkungen anderer Art durchgreifende Veranderungen erfahren. Sind diese 
vielleicht auch nicht unmittelbar zu erkennen, so kénnen sie doch Weg- 
bereiter sein fiir Wandlungsprozesse in der Zelle. 
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Einleitung 


Im Rahmen einer gréBeren Untersuchungsreihe iiber Eiweifkristalle der 
Karitoffelknolle, wie sie erstmalig von Cohn (1859) beobachtet worden 
waren, wurden auch die oberirdischen vegetativen Organe niher betrachtet. 
da nach Heinricher (1891) unter gewissen Bedingungen auch in diesen 
groBere Mengen von Eiweifkristallen auftreten kénnen. Hubert (1914) 
fand in den Blattspreiten etiolierter Pflanzen. sowohl im Palisaden- als 
auch Schwammparenchym, massenhaft solche Kristalle: am hiaufigsten 
waren sie in den jiingsten Blattern. Diese etiolierten Pflanzen zeigten aber 
auch schéne Eiweifkristalle in den Driisenhaaren der Blatter. Es scheint 
aber Sorauer (1868) gewesen zu sein, der derartige Driisenhaare mit 
Eiweifkristallen erstmalig an jungen Trieben beobachten konnte. Spiter 
bestatigen ihr Auftreten auch noch de Vries (1878) und Stapf (1878). 
wihrend weder Fedde (1896) noch Esmarch (1919), obwohl sie sich 
eingehend in anatomischer und morphologischer Hinsicht mit der Kartoffel- 
pflanze beschaftigten, derartige Eiweifkristalle in irgendwelchen Zellen 
finden konnten. In letzter Zeit hat nun Reiter (1956) bei der Wildform 
Solanum demissum wahrscheinlich machen kénnen, daf die Eiweifkristalle 
in den Driisenhaarzellen nicht als Virusgebilde aufzufassen seien. 

Unsere Beobachtungen an der Kartoffelsorte .Sieglinde“! bestiitigten 
das Auftreten von Eiweifkristallen in mehrzelligen Haargebilden, bei 
denen dann oft in jeder Zelle des vollentwickelten Haares ein derartiger 


1 Fiir die freundliche Uberlassung des sortenreinen Versuchsmaterials sind 
wir der Direktion der Bundesanstalt fiir Pflanzenschutz in Wien. vor allem Frau 
Dipl.-Ing. Dehmel. zu groBem Dank verpflichtet. 
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Kristall war. Die Durchsicht der einschlagigen Literatur — soweit sie uns 


zugiinglich war — ergab aber iiberraschenderweise, daft iiber die Driisen- 
haare der Kartoffelpflanze einige Unklarheiten bestehen, zu deren Klairung 
diese Mitteilung beitragen méchte. 

Die Behaarung der Solanaceen im allgemeinen und der Kartoffel- 
pflanze im speziellen war schon verschiedentlich Gegenstand ausfiihrlicher 
Untersuchungen, so von Sorauer (1868), de Vries (1878), Sta p f (1878), 
Fedde (1896), Esmarch (1919) und Trapp (1949); selbstverstandlich 
finden sich dariiber auch Angaben in zusammenfassenden Werken iiber die 
Pflanzenhaare (Weiss 1867; Netolitzky 1932) und in Lehrbiichern 
iiber allgemeine Pflanzenanatomie und Pflanzengewebelehre (z. B. 
Solereder 1899; Rothert- Jost 1934; Esau 1953; Kiister-H6f- 
ler 1956: Guttenberg 1957 u. a. m.). 


Formen der Driisenhaare 


Die Epidermis der Kartoffelpflanze tragt wie viele andere Pflanzen 
zweierlei Haare. die man als Deckhaare und Driisenhaare be- 
zeichnet (Weiss 1867: Solereder 1899: Netolitzky 1932). Erstere 
waren fiir unsere Untersuchungen von keinem besonderen Interesse und in 
der oben zitierten Literatur kann man Genaueres dariiber nachlesen; letz- 
ieren aber soll hier allein unsere Aufmerksamkeit gelten. 

Eingangs sei gleich festgestellt, da die Kartoffelpflanzen der Sorte 
.Sieglinde“ zwei deutlich unterscheidbare Driisenhaarformen aufweisen, die 
beide als .Koépfchenhaare™ ausgebildet sind (vgl. Rothert- Jost 1934; 
Netolitzky 1932). Solereder (1899) gibt zwar an, daf bei den 
Solanaceen haufig mehrere Haarformen bei ein- und derselben Art 
vorkommen kénnen, aber fiir die Kartoffelpflanze selbst hat — unseres 
Wissens nach — bis jetzt nur Stapf (1878) dies klar ausgesprochen, wah- 
rend alle anderen Beobachter entweder iiberhaupt nur eine Form unter- 
suchten, ohne auf die andere hinzuweisen oder aber beide Formen nicht 
sireng auseinanderhielten. Solereder (1899) deutet zwar schon auf beide 
Formen hin, wenn er fiir die Solanaceen das Vorkommen einerseits 
von Driisenhaaren mit scheibenférmigen, nur durch Vertikalwande geteilte 
Képfchen angibt und andererseits eine weitere Form von .,AuBendriisen* 
beschreibt, die ein ellipsoidisches, selten nur durch Horizontalwiande allein, 
sondern meist durch Horizontal- und Vertikalwande oder sogar ein durch 
unregelmaBig angeordnete Zellwande geteiltes Kopfchen aufweisen: fiir 
erstere gibt er auch an, daf sie nach Martinet (1872) ein vierzelliges 
Képfchen haben sollen, wahrend letztere infolge eines kurzen Stieles und 
eines allmihlichen Uberganges in das mehrzellige Képfchen eine mehr oder 
weniger keulenférmige Gestalt annehmen kénnen. 

Die beiden Formen der Driisenhaare sind im vollentwickelten Zustand 
leicht auseinanderzuhalten, einerseits durch ihre verschiedene Grobe und 
Ausbildung. andererseits aber auch durch ihren verschiedenen Inhali 
(s. Abb. 4, 5. 10). Darauf griindet schon Stapf (1878) seine Einteilung in 
.Képfchenhaare mit Chlorophyll* und .K6pfchenhaare mit Kristalloiden*; 
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er schreibt auch, daf die beiden Formen in ihren auBeren Umrissen viele 
Ahnlichkeit hatten, ihr innerer Bau und der Inhalt ihrer Zellen aber sehr 
verschieden sei. Die weiteren Angaben sind aber reich an Irrtiimern, worauf 
wir noch zu sprechen kommen werden. Auch Trapp (1949) deutet bei 
Solanum (neben anderen Pflanzen wie Plectranthus, Coleus) schon eine 
zweite Art von etwas kleineren Haaren an, .die in Form und Differenzie- 
rung den Driisenhaaren gleichen, aber nicht als solche bezeichnet werden 
diirfen, da sie normalerweise nicht zur Sekretion kommen”. Sie geht leider 
nicht naher auf sie ein, doch kann man auf Grund einer beigefiigten Zeich- 
nung annehmen, da es sich dabei um die .Eiweifkristalle fiihrende* 
Driisenform handelt: sie erwahnt nirgends aber ein Vorkommen der Kri- 
stalle (diese Haare dienen ihr nur zur Stiitzung der Annahme einer quell- 
haren Substanz unterhalb der Kutikula). Esmarch (1919) dagegen fabt 
die beiden Driisenhaarformen als verschiedene Altersstufen ein und der- 
selben Art von Driisenhaaren auf; dies erscheint um so verwunderlicher, 
da er die Haare richtig beobachtet und abbildet. Er nimmt an, dab die 
Haare mit dem vielzelligen Képfchen (bei denen er niemals Eiweifkristalle 
finden konnte) Altersformen der vierzelligen darstellen. Auch schon bei 
de Vries (1878) finden wir, nach unserer Auffassung, nur eine ungenaue 
und ziemlich allgemeine Beschreibung der Form der Driisenhaare und kei- 
nen Hinweis darauf, daB hier zwei verschiedene Ausbildungsprinzipien 


vorliegen: er schreibt: ..Die Driisenhaare bestehen aus einem vielzelligen 
Képfchen und einem kurzen 2—3zelligem Stiele: die Anordnung der 


Teilungswande im Képfchen zeigt in den einzelnen Haaren nicht 
unerhebliche Abweichungen.” Wie wir beobachten konnien, ist 
aber gerade die Anordnung der Teilungswande fiir jede der beiden Haar- 
formen konstant: wir kommen noch naher darauf zu sprechen. Esmarch 
(1919) erkannte aber schon richtig, daB die vierzelligen Haare ein Exkret 
ausscheiden, stellte aber dessen genauen Ablagerungsort nicht fest, sondern 
schreibt nur ganz allgemein: .Die noch turgeszenten Haare enthalten in 
ihren Koépfchenzellen auBer dem Protoplasma einen homogenen, gelblichen 
bis braunlichen Stoff. der sich in Schwefelsiure nicht lést.~ Vor ihm hat 
schon Fedde (1896) dieses Exkret beschrieben, das er fiir den eigentiim- 
lichen Geruch der Solanaceen verantwortlich macht. Dieses Exkret 
wird, wie schon Trapp (1949) an verschiedenen Solanaceen- Arten 
beobachten konnte. in einer zentralen Interzellulare abgelagert. 
Diese .Zentralzelle* beschreibt auch bereits Stapf (1878), nur glaubt er, 
daB die gleichmaBige Tingierung dieser Zelle durch das Chlorophyll hervor- 
gerufen werde. 


Die Entwicklung der Driisenhaare 


Wir haben an der Kartoffelsorte .Sieglinde* die Entwicklung beider 
Driisenformen aus der Epidermiszelle bis zum voll ausgebildeten Trichom 
verfolgt. Nach de Vries (1878) beginnt die Bildung der Haare an der 
Kartoffelpflanze schon sehr friihzeitig und zwar sobald die junge Blatt- 
anlage deutlich aus dem Vegetationskegel heraustritt und kegelférmig 
geworden ist, wobei sie sich nach innen kriimmt. Die ersten Haare erschei- 
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nen zunachst an der Aufenseite und spiater erst an der Innenseite:; vorerst 
werden aber nur Deckhaare gebildet und die Driisenhaare treten dann auf. 
.wenn die Spreite des Endblattchens schon deutlich kenntlich ist* 
(de Vries). Die Menge der Haare hangt sehr stark vom Alter des Blaties 
ab und schon de Vries (1878) findet sie am dichtesten bei einer Gesamt- 
linge des Blattchens von ungefahr 1 cm: da zwischen den vorhandenen 
Haaren spiter keine neuen mehr gebildet werden, sondern im Gegenteil 
sogar welche absterben, nimmt selbstverstandlich mit fortschreitendem 
Streckungswachstum der Blatter die relative Dichtigkeit des Haarbestandes 


Abb. 1. Blattunterseite; jiingste Stadien der Driisenhaare; erster Teilungsschritt 
(Zweizellstadium); in der Mitte ein etwas alteres Stadium, links auBen eine 
kegelfoérmige Anlage eines Deckhaares. 520. 
f=) fo] a] 


ab. Diese haarartigen Driisen sind sehr vergangliche Gebilde und gewohn- 
lich nur an jungen Organen funktionstiichtig: oft sind sogar schon an noch 
nicht voll entwickelten Blattern ein groBer Teil von ihnen abgefallen oder 
bis zur Unkenntlichkeit ihrer Struktur zusammengeschrumpft (vgl. N et o- 
litzky 1932). Driisenhaare sind daher nur an jungen oder jiingsten Blat- 
tern gut zu untersuchen, da die alteren Blatter meist nur mehr die wesent- 
lich dauerhafteren Deckhaare besitzen. So findet Esmarch (1919) an 
jungen Blattern auf beiden Seiten reichlich Driisenhaare — oftmals iiber- 
trifft ihre Zahl sogar die der Deckhaare — wihrend sie an ausgewachsenen 
nur mehr recht sparlich vorhanden sind. Ganz allgemein findet er, daB die 
untere Spreite wesentlich starker behaart ist als die obere und daf — vor 
allem an der Oberseite — mehr Haare an den feineren Nervenverzweigun- 
gen als auf den starkeren Adern stehen, wobei sie an der Unterseite auf 
diesen Stellen sogar ganz fehlen kénnen. 

Die Epidermiszellen, aus denen die Driisenhaare hervorgehen, lassen 
keine besonderen Eigentiimlichkeiten erkennen; auch die Farbung mit ver- 
schiedenen Fluorochromen ergab kein andersartiges Verhalten als 
die benachbarten Oberhautzellen. Esmarch (1919) findet aber, daB sie 
bisweilen etwas héher und kleiner als ihre Nachbarzellen seien. Die 
Driisenhaare sitzen stets nur einer einzigen Epidermiszelle auf und sind 
von dieser durch eine gerade Querwand abgetrennt. Der Beginn der Haar- 
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bildung ist stets eine einfache warzenartige Ausstiilpung der Epidermis- 
zelle, wobei die kiinftigen Deckhaare mehr eine kegelartige, die Driisen- 
haare eine mehr abgerundete Form bevorzugen (Abb. 1). Diese ersten 
Haaranlagen sind dicht mit Protoplasma erfiillt, strecken sich aber bald 
und unterteilen sich dann durch Wandbildungen. Im allgemeinen geht das 
Wachstum und die Differenzierung der Haare sehr rasch vor sich und meist 
sind sie schon voll entwickelt, bevor noch an den diese Gebilde tragenden 
Pflanzenorganen das Streckungswachstum abgeschlossen bzw. alle ihre 
inneren Differenzierungen ganz beendet sind (de Vries 1878). 

Eine erste Quer- 
wandbildung trennt die 
Haaranlage von der 
Epidermiszelle ab und 
eine bald darauf fol- 
gende teilt sie ungefahr 
in der Mitte (Abb. 1). 
Der nach diesem Zwei- 
zcllstadium folgende 
Teilungsschritt lab 
schon deutlich erkenn- 
bare Unterschiede zwi- 
schen beiden  Driisen- 
haarformen in Erschei- 
nung treten. Bei den 
exkretfiihrenden Drii- 
senhaaren wird die End- 
zelle durch eine weitere 


Abb. 2. a Junges Driisenhaar mit Eiweifkristallen; 
friihes Vier-Zellen-Stadium mit je einem Kristall. 
b Junges Stadium eines exkretfiihrenden Haares : 
mit Halszelle und zweizelligem Képfchen. 1040X. horizontale Querwand 

unterteilt, wahrend sich 

die epidermisnahe Zelle 
(vom Zweizellstadium gerechnet) ungeteilt zum Stiel des kiinftigen Driisen- 
haares entwickelt. Aus dem apikalen Teil der bei diesem Schritt unterteilten 
Zelle wird durch weitere Wandbildungen das eigentliche Driisenképfchen. 
wahrend der ungeteilte basale Teil als eine Art .Halszelle“ (Netolitzky 
1932) zwischen Stiel und Képfchen verbleibt (s. Abb. 2 b. 3, 5). Entwicklungs- 
maBig gehdrt also die Halszelle eher zum Képfchen als zum Stiel. dem man 
sie im erwachsenen Zustand morphologisch lieber zuordnen méchte. 

Wir fanden bei beiden Formen stets nur einen einzelligen Stiel, 
da vom Zweizellstadium betrachtet der Stiel aus der sich nicht mehr weiter 
teilenden basalen Zelle hervorgeht. waihrend aus der apikalen Zelle sich 
bei beiden Formen durch verschiedenartige Teilungen das Képfchen ent- 
wickelt: es sollte deshalb bei den .exkretfiihrenden* Driisenhaaren auf 
Grund dieser Entwicklung und eines andersartigen zellphysiologischen 
Verhaltens, die kleine zwischen Stiel und sezernierendem Képfchen ein- 
gefiigte .Halszelle“ nicht mehr dem eigentlichen Stiel zugezahlt werden. 
Dies scheint auch noch deshalb berechtigt, da beim Abbrechen des Képfchens 
die Halszelle stets an diesem bleibt und die Bruchstelle immer zwischen 
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Stiel- und Halszelle liegt (Abb. 7): weiters erfolgt der freiwillige oder un- 
freiwillige Austritt des Exkretes nur an dieser Trennungswand (vel. 
Trapp 1949). 

Der apikale, schon ziemlich kugelig aufgetriebene Teil im Zweizell- 
stadium des Driisenhaares teilt sich zunachst durch eine vertikale Wand 
und bald darauf (méglicherweise auch gleichzeitig: dies war nicht eindeutig 
zu entscheiden) durch eine gleichsinnig verlaufende Wand im rechten Win- 
kel dazu, so daf ein Vierzellenstadium des Képfchens gebildet wird (Abb. 3 


Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Jiingere Stadien der exkretfiihrenden Driisenhaare mit vierzelligem 
Koépfchen und Halszelle; rechts Beginn der Ausbildung eines Interzellularraumes 
450X. 

Abb. 4. Kelchzipfel: Vielzelliges Driisenképfchen mit je einem Eiweifkristall in 


jeder Zelle. 700X. 


und 11). In diesem plasmareichen Friihstadium sind noch keinerlei Anzeichen 
irgendwelcher Exkrete zu erkennen, wohl aber schon eigenartige netz- 
formige .Plasmakonfigurationen® (Germ und Kietreiber 1956), die 
uns noch spater beschaftigen werden (Abb. 8); vor allem sind aber 
groBe, starker lichtbrechende Zellkerne zu beobachten, wie sie fiir Driisen- 
zellen als charakteristisch beschrieben werden (vgl. Wenzl 1935, 
Trapp 1949). 

Bei den Driisenhaaren mit Eiweifkristallen erfolgt nach dem Zweizell- 
stadium auch nur in der Endzelle eine weitere Teilung und zwar meist 
durch eine horizontale, oft aber auch etwas schrige Wand: gewoéhnlich 
scheinen aber mehrere Teilungen in verschiedener Richtung, sowohl hori- 
zontal als auch vertikal, rasch hintereinander zu erfolgen, bis ein keulen- 
bis umgekehrt birnenférmiges Képfchen entsteht, das eine gréRere Zahl von 
Zellen (zwischen 8 und 12) besitzt (Abb. 4). Es treten schon in friihen, erst 
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wenige Zellen umfassende Stadien vereinzelt wiirfelformige Eiweifkristalle 
auf (Abb. 2); das voll entwickelte Képfchen zeigt dann in jeder Zelle einen 
scharf ausgebildeten Eiweifwiirfel (Abb. 4 u. 5). 


Das Vorkommen der Driisenhaare 


Untersuchen wir das Vorkommen der einzelnen Driisenhaarformen an 
den Blattern, so zeigt sich, daB die Trichome mit Eiweifkristallen sowohl 
an der Ober- als auch Unterseite aufscheinen, wohingegen nur die Unter- 
seite .exkretfiihrende* Driisen trigt; letztere sind auch im allgemeinen 
wesentlich hinfalliger, weshalb man sie an alteren Blattern nur ganz selten 
findet. Die exkretfiihrenden Driisenhaare finden sich vor allem zwischen 
den gréberen und feineren Nervenverzweigungen, wihrend die Haare mit 
den Eiweifkristallen sich besonders zahlreichh an den kleineren und 
groBeren Adern finden, an die sie sich meist durch eine leichte Kriimmung 
des Stieles noch anschmiegen (Abb. 3). Auch die jungen Blattstiele besitzen 
beide Driisenhaarformen. doch in wesentlich geringerer Zahl als die Blatt- 
spreiten: altere Blattstiele zeigen neben den Deckhaaren nur mehr eine 
recht spirliche Zahl von Haaren mit Eiweifkristallen, wobei gleichzeitig 
auch die Anzahl der Kristalle abnimmt: der Inhalt abgestorbener Képfchen- 
zellen kontrahiert und braunt sich und von Eiweifkristallen ist dann nichts 
mehr zu sehen. 


GréGe der Driisenhaare 


Die Schwankungen in der GréBe der Driisengebilde waren nach unseren 
Messungen nicht sehr stark. doch war es ziemlich schwierig festzustellen, 
eb die voll ausgebildeten Driisen sich zeitlich alle im gleichen Entwicklungs- 
zustand befanden: es sollen daher hier nur die gréBeren Werte angegeben 
werden. Bei den Driisenhaaren mit Eiweifkristallen wurde eine Gesamt- 
héhe von 82—87 uw gemessen, wovon je eine Hilfte auf die Stielzelle und 
das Képfchen entfielen. Die Breite der Stielzelle betrug 12—15 uw und die 
des Képfchens an seinem oberen, weitesten Ende 32—35 u. Das .exkret- 
fiihrende“ Driisenhaar hingegen hatte eine Gesamthéhe von 105—110 u. 
wobei Stielstelle und Képfchen samt Halszelle wieder ungefahr gleich lang 
sind; die Stielzelle ist ca. 50—356 uw. die Halszelle 10—12 u lang und das 
Képfchen 42—46 w hoch. Die Stielzelle ist an ihrer der Epidermis auf- 
sitzenden Basis etwas breiter (22—253 u) und verengt sich gegen die Hals- 
zelle zu (16—18 uw). Das Koépfchen erscheint etwas breiter als hoch und 
hatte in der Profilansicht Werte von 50—55 uw. wihrend in der Aufsicht eine 
fast kreisrunde Form zu beobachten war, deren Durchmesser sogar bis zu 
60 u betragen konnte. 


Vergleichen wir die von uns gefundenen Werte der beiden Haargebilde 
mit den Angaben von Esmarch (1919), so scheinen diese in ziemlich 
groBen Grenzen zu schwanken: er fand den Durchmesser der Stielzelle zu 
14—26 uw. bei einer Linge von 1004, und beim Képfchen fiir die Lange 
36—60 uw und fiir die Breite 24—50u. Es ist anzunehmen, daft dies 
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darauf beruht, daB eben Esmarch die beiden Haarformen nicht streng 
unterschied. Diese Annahme bestiatigt wohl auch die Schilderung, die er von 
den Driisenhaaren gibt. Er schreibt: Die Driisenhaare setzen sich aus 
einem zylindrischen oder abgestumpft-kegelférmigen Stiel und dem kuge- 
ligen, ellipsoidischen oder birnenférmigen Képfchen zusammen.” Wir fan- 
den bei den Driisenhaaren mit Eiweifkristallen stets nur einen zylindri- 
schen Stiel und ein birnenférmiges Képfchen mit einer gréBeren Anzahl 
von Zellen, wahrend die exkretfiihrenden Driisenhaare immer einen abge- 
stumpft-kegelf6rmigen Stiel und runde bis ellipsoidische Képfchen mit 
nur vier Zellen hatten. 


Abb. 5. Blattunterseite: Beide Driisenformen nebeneinander zum GréBenvergleich: 
links einige Spuren einer Exkretablagerung und rechts einige Eiweifkristalle. 520X. 
8 I § s 8 


Weitere Beobachtungen an den sezernierenden Driisenhaaren 


Die exkretfiihrenden Driisenhaare der Kartoffelpflanze bezeich- 
net Trapp (1949) als vortreffliches Beispiel fiir regelmaBige inte r- 
zellulare Ablagerung des Sekretes* (Trapp verwendet stets den Begriff 
»Sekret*, obwohl man hier im Sinne der Ausfiihrungen von Kisser (1926) 
und Wenzl (1935) wohl besser von .Exkreten* sprechen sollte), wie sie 
seit langem fiir die .Zwischenwanddriisen* angenommen wird (Habe r- 
landt 1909, Kiister 1956). Trapp findet bei Solanum tuberosum, 
S. nigrum und S. lycopersicum das Exkret des ..meist aus vier Sektoren 
bestehenden Koépfchens* stets in einem Interzellularraum abgelagert, der 
zwischen den Driisenzellen gebildet wird. Durch die Ablagerung werden 
die sezernierenden Zellen wohl etwas deformiert, aber die allgemeine Form 
des Képfchens andert sich nicht wesentlich. Die Zunahme des Exkretes soll 
einen steigenden Druck der sezernierenden Zellen auf den Interzellular- 
raum verursachen, bis schlieBlich das Koépfchen zerreift; dadurch flieBt 
dann das Exkret aus und zwar erfolgt dieser Vorgang, wie schon erwahnt, 
stets .basal an der Grenze von Stiel und Képfchen™. Es tritt aber nicht 
immer das gesamte Exkret aus, sondern oft findet sich in dem ausgeweite- 
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ten Interzellularraum ein abgerundeter Rest (Abb. 6), wahrend der aus- 
geflossene Exkretanteil als koagulierte Masse sich meist an der Halszelle 
findet. Diese entleerten Driisenhaare sind stets abgestorben. 

Die exkretfiihrenden Driisenhaare zeigen im voll ausgebildeten Zustand 
in allen Képfchenzellen eine fast immer beobachtbare netzartige Plasma- 
konfiguration, die auch in der Halszelle, niemals aber in der Stielzelle auf- 
scheint (Abb. 9 und 10). Die ersten Anzeichen dieser eigenartigen — von 
friiheren Beobachtern der Driisenzellen scheinbar iibersehenen —- .,Plasma- 


Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 6. Exkretfiihrendes Driisenképfchen: Inhalt der Képfchenzellen koaguliert 
und Oltropfen im Exkretraum abgerundet. 640X. 


Abb. 7. Alteres Blatt: Driisenképfchen an der Halszelle abgerissen. 400X. 


konfiguration™ fanden sich schon in ganz friihen Stadien der Driisenhaare, 
bevor noch eine Interzellularbildung oder Exkretabscheidung zu bemerken 
ist. 

Die Képfchenzellen haben wie allgemein bei Driisenhaaren groBe Zell- 
kerne; dariiber hinaus fanden sich hier auch, wie schon Stapf (1878) 
hbeobachtete, zahlreiche blaBgriine Chlorophyllkérner mit eigenartigen Ein- 
schniirungen, niemals aber in den Hals- oder Stielzellen. Nach N et o- 
litzky (1932) ist das Vorkommen von Chloroplasten in bestimmten Ent- 
wicklungsstadien von Haaren nicht selten, vor allem aber bei solchen, die 
eine starke Driisentatigkeit entfalten. In unserem Falle waren auch die 
Chlorophyllk6rner in frischen voll entwickelten Driisenképfchen mit reich- 
licher Exkretbildung zu beobachten (Abb. 10 u. 11) und sammelten sich 
meist an der Querwand. die den Interzellularraum begrenzt. in der Nahe 
des gleichfalls hier liegenden Kernes (Abb. 11). Es ist anzunehmen, da®B der 
interzellulare Exkretbehalter der Driisenképfchen auf die gleiche Weise 
entsteht wie luftfiihrende Interzellularen durch das Auseinanderweichen 
der Membranen nach vorausgegangener Auflésung der Mittellamelle 
und zwar an der Kanite, wo die vier Zellen des Képfchens zusammenstofen. 





Abb. 8. Abb. 9. 
Abb. 8. Friihes Stadium eines exkretfiihrenden Driisenhaares (wahrscheinlich 
Beginn des Vier-Zellen-Stadiums): Schon deutlich kenntliche netzartige Plasma- 
konfiguration in Képfchen und Halszelle. 710X. 


Abb. 9. Jiingeres Stadium eines exkretfiihrenden Driisenképfchens mit netzartiger 
Plasmakonfiguration in Képfchen- und Halszellen, mit Chlorophyllkérnern und 
schlauchartigem Interzellularraum ohne Exkret. 640. 


Abb. 10. 


Abb. 10. Vollausgebildetes exkretfiihrendes Driisenképfchen mit netzartiger Plasma- 
konfiguration, Chlorophyllkérnern und exkreterfiilltem Interzellularraum. 1380. 


Abb. 11. Vier-Zellen-Stadium des Driisenképfchens mit exkreterfiilltem zentralem 
Interzellularraum von oben gesehen; Chlorophyllkérner an der den Exkretraum 
begrenzenden Wand angeordnet; deutlich sichtbare Zellkerne. 1070X. 
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Auf diese Weise kénnte man, da die vier Zellen des Képfchens durch kreuz- 
weise Teilungen aus einer Zelle hervorgegangen sind, diesen interzellu- 
laren Exkretraum in den Driisenhaaren der Kartoffelpflanze wohl den 
.schizogenen Exkretbehaltern® (Siec¢k 1895, Troll 1948) zurechnen. Eine 
Exkretablagerung wurde aber stets erst nach Erreichung der vollen Grofe 
und endgiiltiger Ausgestaltung des Driisenhaares festgestellt. Wie wir 
hiufig becbachteten, setzt die Bildung des Interzellularraumes schon vor 
der Exkretabscheidung ein (Abb. 3 u. 9). Dieser dabei entstandene zentrale, 
schlauchférmige Interzellularraum ist dann von einer mehr oder weniger 
kérneligen Substanz erfiillt, deren Aussehen am ehesten mit dem des Plas- 
mas der Képfchenzellen verglichen werden kann; jedenfalls ist sie frei von 
stirker lichtbrechenden Trépfchen und dergleichen, so daf man in diesem 
Stadium kaum von einer Vorstufe des Exkretes (Lee mann 1928) und 
schon gar nicht vom Exkret selbst als Fiillsubstanz des Interzellularraumes 
sprechen kann. (Diese interessante vorlaiufige Beobachtung bedarf noch 
weiterer Untersuchung.) 


Mikrochemische Beobachtungen 


Farbeversuche mit Neutralrot- und Rhodamin-B-Lésungen (1 : 1000 in 
Aqua dest.) zeigten, daB die Farbstoffe von der Basis her eindringen, da 
nach 1—3stiindigem Verweilen in der ungepufferten Farblésung in beiden 
Fallen nur eine starke Anfairbung der Stielzelle und eine schwichere der 
Halszelle, aber keine der Képfchenzellen zu beobachten war; desgleichen 


zeigte auch das Exkret keine Farbstoffaufnahme. Mit Sudan III ergab sich 
auch nach 24 Stunden keinerlei Anfarbung des Exkretes, wahrend in 
Rhodamin B die Zellwainde der Képfchendriisen mit Eiweifkristallen und 
einzelnen Borstenhaaren eine kraftige rotviolette, das Exkret, das sich in- 
zwischen abgerundet hatte. eine orangefarbene Tingierung aufwies. Im 
UV-Licht (Lux-UV/Reichert) erscheinen diese Exkrettropfen leuchtend 
goldgelb. wahrend die Zellwande mattorange aufleuchten. Primiar- 
fluoreszenz laBt sich weder an den Driisenzellen noch am Exkret beobach- 
ten: nur die Cuticula leuchtet matt weiflichblau. 

Weiters wurde das Verhalien der exkretfiihrenden Driisenképfchen 
bzw. des Exkretes gegeniiber verschiedenen Agentien untersucht. Einige von 
ihnen, wie 96%iger Alkohol, Ather, Chloroform, Chloralhydrat und konz. 
Eisessig, bewirken eine vollige Auflésung des Exkretes, wobei am rasche- 
sten Ather und Chloroform und weniger schnell Alkohol, Eisessig und 
Chloralhydrat wirken. Hierbei tritt zunachst immer eine mehr oder weniger 
starke Volumszunahme des Exkretes auf, die ebenfalls bei Ather und 
Chloroform am schnellsten und kraftigsten ist: meist tritt dabei sogar eine 
ZerreiBung der Zellwand ein, die gewohnlich im Bereich der Halszelie 
erfolgt. Das auf diese Weise in die konz. AuBenlésung gelangte Exkret 
.verpufft” dann darin. Eine teilweise Lésung des Exkretes erfolgt mii 
Aceton, Benzol und konz. NH,, wobei stets eine Volumsvergréferung und 
Abrundung Hand in Hand geht: bisweilen und vor allem in Benzol platzi 
die Halszelle. 
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Behandlung mit NaOH und KOH veranlaft eine Verfirbung des ge- 
samten Képfchens nach Gelbgriin, Aufquellen des Exkretes und in KOH, 
besser aber noch in einem Gemisch von NH, : KOH, eine Entmischung in 
den Képfchenzellen, wobei das Exkret nicht so sehr davon betroffen ist 
(Abb. 12). 

Interessant ist das Verhalien gegeniiber konz. H,SO,. Zuniichst erfolgi 
wieder eine geringe VolumsvergréBerung und dann Abrundung des Ex- 
kretes. Meist nach 10—15 Minuten tritt das Exkret aus der Interzellulare 
durch die Halszelle in den Stiel iiber. Nach ungefahr % Stunde beginnt sich 
das Exkret zart rosa zu verfairben und gleichzeitig eine tropfige Enit- 
mischung sich bemerkbar zu machen: nach ungefahr % Stunden tritt dann 
gewohnlich aus diesem verfiarbten und ent- 
mischten Gebilde ein gréerer. ungefarbter. 
klarer Tropfen aus, dem spater noch einige 
kleinere nachfolgen kénnen, die sich aber alle 
mit dem ersten wieder vereinigen. Dieser farb- 
lose Tropfen bleibt dann stundenlang unver- 
aindert erhalten, wahrend der restliche rétlich 
gefarbte Anteil des Exkretes allmahlich ver- 
schwindet. 

Das Lésungsverhalten des Exkretes, die 
Farbbarkeit mit Rhodamin B und das Aus- 
bleiben einer Farbung mit dem Fettstoff Su- 
dan III weisen wohl ebenso auf atherisches Ol 
hin wie die anatomischen Gegebenheiten. Die 
Quellungserscheinungen in Laugen und beson- 


2 : ; : : ; Abb. 12. Driisenképfchen 
ders die eigenartige Entmischung in konz. 


: ; kage: 2 mit einer Mischung von 
Schwefelsiure deuten auf eine andersartige NH, : KOH behandelt: Ge- 


. [ragersubstanz* hin. Bei dem in konz. Schwe-  ringe — Entmischungserschei- 
felsiure bestandigen, farblosen Tropfen han- nungen in den sezernierenden 
delt es sich wohl um ein Terpen, wahrend die Zellen. 640X. 
Triagersubstanz sich als Rest unter Verfarbung 

(Rétung bis Schwiarzung) wie ein Kohlehydrat durch Wasserentzug giinz- 
lich auflést. 

Orientierende Beobachtungen an verschiedenen anderen nicht naher 
bekannten — Kartoffelsorten. fiihrten zu denselben Ergebnissen, so daB 
man wohl annehmen kann, daf die hier aufgezeigten, die Driisenhaare 
betreffenden Verhalinisse ganz allgemein fiir die Kulturformen von Solanum 
tuberosum gelten. 


Zusammenfassung 


Die vegetativen Teile der-Kartoffelsorte .Sieglinde* haben neben den 
mehrgliedrigen Deckhaaren noch zwei Arten .k6épfchenférmiger* Driisen- 
haare: 1. Mehrzellige, keulen- oder verkehrt birnenférmige Haare mit 
je einem Eiweifkristall in jeder K6pfchenzelle und 2. Vierzellige. rundliche. 
bis ellipsoidische, sezernierende Haare mit einem exkreterfiillten zentralen 
Interzellularraum und Chlorophyllkérnern in den Képfchenzellen. 
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Wiahrend bei ersteren das vielzellige Képfchen nur auf einem einzelligen 
Stiel sitzt, ist bei letzteren zwischen dem vierzelligen Képfchen und dem 
cinzelligen Stiel noch eine .Halszelle* eingefiigt. die entwicklungsgeschicht- 
lich dem Képfchen zugehért. 

Eine Unterscheidung der beiden Driisenhaarformen wird erst nach dem 
zweiten Teilungsschritt méglich. 

Die Veriteilung der beiden Formen auf Blattober- und Blattunterseite 
ist verschieden. 


Die exkretfiihrenden Driisenhaare zeigen schon friihzeitig, gleich nach 


Ausbildung des Vierzellenstadiums, bevor noch der zentrale Interzellular- 
raum oder ein Exkret in Erscheinung tritt, sowohl in den Képfchenzellen 
als auch in der Halszelle eine netzartige Plasmakonfiguration: die Stielzelle 
zeigt diese Erscheinung nicht. 

Das Verhalien des Exkretes gegeniiber verschiedenen chemischen Agen- 
iien wurde untersucht und das Vorhandensein von atherischem O1 und 
einer andersartigen .Tragersubstanz” als wahrscheinlich angenommen. 
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Einleitung 


Die Protoplasmaforschung ist lange Zeit von den Arbeiten iiber physi- 
kalische Chemie des Protoplasten beherrscht worden, sie gehen auf 
de Vries und die Ergebnisse jahrzehntelanger, von vielen Seiten betrie- 
bener Forschungen zuriickk (Héber 1926). 

Auf jene erste Epoche, in der die Cytomorphologie der Zelle in der 
Protoplasmaforschung zuriickgetreten war, folgte nun eine Zeit, in der die 
volle Bedeutung des morphologischen Substrates zunachst in den Arbeiten 
einzelner Forscher und dann weiteren Kreisen wieder voll zum Bewufttsein 
kam. Ernst K iis ter (1935, 1956) war in dieser Forschungsrichtung fiihrend, 
mehrere andere Forscher (u.a. HO f ler) haben sie warm begriift. 

Im Anschlu® an die Arbeiten von Béla von Cholnoky (1950, 1951, 
1952, 1953) habe ich eine Untersuchung iiber die Protoplasmatik farbstoff- 
fiihrender Bliitenblattzellen der Zinnia elegans (1955) durchgefiihrt, die mich 
besonders dazu anregte, verschiedene Alters- nnd Entwicklungsstadien ge- 
wisser Zelltypen im Rahmen ihrer Cytomorphogenese bei einem anderen 
Objekt eingehend zu untersuchen. Ich wollte also sozusagen nicht einen 
Quersdchnitt, sondern einen Langsschnitt durch das Entwicklungsgeschehen 
herstellen. Um das Studium vertiefen zu kénnen, sah ich mich veranlaft, 
ein bestimmtes Zellobjekt fiir meine Untersuchungen zu wahlen und daran 
festzuhalten, wahrend vergleichende Versuche an verwandten Arten spate- 
ren Mitteilungen vorbehalten bleiben mégen. 

Fiir die Ausarbeitung eines solchen ,,.Langsschnittes* habe ich in den 
Corollenepidermiszellen der Primula kemensis ein sehr geeignetes Objekt 
gefunden, welches die Untersuchungen iiber die Wachstums- und Differen- 
zierungsvorgange in der Epidermis wahrend des Aufbliihens in besonders 





W. J. van der Merwe: Die Ausdifferenzierung des Vakuolensystems 371 


guter Weise gestattete. Eine Erganzung sollen in zweiter Linie die an Laub- 
blattzellen durchgefiihrien Versuche bringen, um auch minder rasch ver- 
gingliche Organe vergleichend in die Untersuchung einzubeziehen. 

Neben der Morphologie der Plasmolyse ist auch die Methode der Vital- 
firbung beim Studium der Entwicklung und des Alterns der Zelle heran- 
gezogen worden. Die Versuche sind nicht nur in pramortalem, sondern auch 
in postmortalem Zustand der Zellen durchgefiihrt worden. Mir schwebte 
vor, was schon K iister (1935) sagte: .Die Mannigfaltigkeit dessen, was in 
einer Zelle vor sich gehen und unter dem Mikroskop sich zeigen kann, lernen 
wir erst dann kennen. wenn wir neben den normalen auch die abnormalen 
Zellen studieren. Wir wollen eine unserer wichtigsten Aufgaben darin sehen, 
das Geschehen der normalen Cytogenese mit dem Ablauf pathologischer 
Vorgiinge zu vergleichen und wollen auch die tote Zelle und die Verinde- 
rungen, die ihre Substanz beim Sterben und nach dem Tode durchmacht, 
von unseren Betrachtungen nicht ausschlieBen.” 


Zur Methodik 


Uber die methodischen Einzelheiten ist bei den verschiedenen Versuchen 
jeweils das genauere Vorgehen angegeben. Alle Plasmolyselésungen wurden 
mit destilliertem Wasser hergestellt. Methodisch bin ich bei der Vital- 
farbung hauptsachlich nach Struggers .Praktikum der Zell- und 
Gewebephysiologie der Pflanzen“ (1949) vorgegangen. 


Versuche an Corollenepidermiszellen von Primula kewensis 


Untersucht man Epidermisabziige der Blattunierseite einer durchschnitt- 
lich aufgebliihten Blume (in destilliertem Wasser pripariert), so ist schon 
deutlich zu sehen, da die Zelle einen Aufbau besitzt, der von dem 
iiblichen normalen Typus bei Epidermiszellen héherer Pflanzen weitgehend 
abweichend gestaltet ist. Die Zellen sehen aus, als ob sie plasmolysiert seien. 
Fig. 1 (Tafel 1) stellt eine solche Zelle dar. Gegeniiber den bei diesen Zellen 
charakteristisch ausgebildeten ..Zacken* — Aus- und Einstiilpungen der Zell- 
wand — scheint das Plasma von der Wand ,abgehoben* zu sein und an den 
spitzformig einspringenden Membranleisten festzuhaften, so daf der Ein- 
druck negativer Plasmolyseorte zustande kommt. Auf dieser Plasmaschicht 
sind hiaufig die Chromoplasten angesammelt. Sie sieht aus wie eine Perlen- 
schnur. Im ,,AuRenraum* zwischen Zellwand und der ..Perlenring*-Plasma- 
schicht kommen zusammen mit kleinen, runden, farblosen und orange 
Kérpercher auch vereinzelt Chromoplasten und besonders auffallende gré- 
Bere (1 bis mehrere) ,Orangekérper* in langsamer B. M. B. vor. Der Orange- 
kérper (vgl. Cholnoky 1951a bei P. sinensis) ist auch haufig zwischen 
den perlenschnurartig angehauften Chromoplasten in der Plasmaschicht 
vorhanden, bei den erwachsenen Zellen aber meistens frei im Zackenraum. 

Wie schon die zunachst zu beschreibenden Versuche zeigen werden, ist 
der Zellzustand, der durch eine solche Konfiguration zu erkennen ist, eigent- 
lich das Endresultat einer Reihe komplizierter morphogenetischer Verande- 
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rungen. So zeigt z. B. Fig. 2. die den Aufbau einer jiingeren Zelle darstellt, 
einen Zustand, der schon mit einer Grenzschicht ausgestattet ist, wahrend 
die Plastiden noch gleichmafig verteilt sind und keine Ansammlung zeigen. 
Der Protoplastenteil innerhalb dieser Grenzschicht weist eine starkere Licht- 
brechung als die auBeren Teile auf. Wiahrend bei der Zelle in Fig. 2 auBer- 
halb der Grenzschicht noch lebendige funktionsfahige Anteile des Proto- 
plasten vorhanden sind, sind diese AauBeren Teile in der Zelle in Fig. 1 als 
abgestorben zu bezeichnen. Es finden sich weiters auch Uberginge zwischen 
den genannten Zellzustanden, auch lassen sich noch jiingere Zustinde fest- 
stellen. Untersucht wurden die Epidermiszellen auch in Paraffinél, wo sie 
den gleichen Aufbau zeigen. Es ist sicher, daf diese merkwiirdige Gestalt 
der Zelle nicht durch die Praparation ausgelést wird, sondern fiir die Bliiten- 
blattepidermis als diagnostisch anzusehen ist. Wie diese intakten morpho- 
genetischen Verinderungen verlaufen, dariiber wird in den folgenden Kapi- 
teln die Rede sein. 


1. Morphologischer Vergleich bei Zellen verschiedenen 
Alters 


A. Epidermiszellen einer ganz jungen Bliite am Anfang des Aufbliihens 


Die Form der Zelle erscheint hier ziemlich isodiametrisch, die Zellwand 
ist ohne Membranleisten und bildet keine Zacken (vgl. die Form in Fig. 5). 
Die Zelle ist plasmareich und reichlich plastidenhaltig. Die Plastiden sind 
hier von gelbgriinem Farbton, manchmal hellgriin. Der Orangekérper ist 
schwach ausgebildet oder fehlend. Wenn vorhanden, zeigt er eine gelblich- 


griine Farbe. Die Ausbildung eines .aufgeteilten* Protoplasten mit inneren 
und iiuferen Teilen wie in Fig. 1 ist nur bei den gréBeren Zellen der Blatt- 
mitte eingetreten, bei den meisten Zellen aber fehlend. 

Bei dem Zustandekommen dieser Konfiguration lassen sich hier Uber- 
gangsstufen erkennen, die in deutlichem Verhaltnis zu der ZellgréBe bzw. 
dem Ma des Zellwachstums stehen. Die Schicht, die den Protoplasten in 
einen inneren und auferen Teil aufteilt, ist bei jenen Zellen, wo sie zu- 
erst erscheint, sehr schwach ausgebildet, wird bei weiter entwickelien Zellen 
— gewohnlich bei gréBeren, der Blattmitte genaherten, also .ilteren“ Zel- 
len — deutlicher und zeigt bei den gréRten Zellen schon eine charakteristi- 
sche Ausprigung, wo auch die Plastiden (die hier schon als typisch gelbe 
Chromoplasten zu bezeichnen sind) sich in der Nahe dieser Schicht haufiger 
ansammeln. Der Orangekoérper ist bei den gréBten Zellen auch deutlicher 
ausgebildet und zeigt die typische orange Farbe. 

Eine bemerkenswerte Erscheinung ist, daft die Lichtbrechung des inneren 
Protoplastenteils mit fortschreitender Entwicklung zunimmt und in der 
Folge diese Eigenschaft einen sehr auffallenden Unterschied zum auferen 
Teil aufweist. Es scheint auch, als ob die B. M. B. in den auBeren Teilen mit 
der Entwicklung zunimmt. Wahrend die Zellwande bei den ganz jungen, 
unentwickelten Zellen als gerade noch schwach gebogene Linien vorhanden 
sind, nehmen sie bei gréBeren und weiter entwickelten Zellen eine starker 
gebogene Form an, bis sie, vor allem in der Blattmitte, bei den gréRten Zel- 
len zur Zackenbildung iibergehen und die typischen Membranleisten zeigen. 
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B. Epidermiszellen einer eben aufgebliihten Bliite 


Die gleichen Erscheinungen kommen hier auch in gewissem MaBe vor. 
obzwar die Unterschiede zwischen den groBen und kleinen Zellen nicht mehr 
so auffallend sind. Es kommen kleine und grofe Zellen vor, die in der 
Blattmitte einander morphologisch mehr oder weniger gleichwertig sind. So 
bilden sich z. B. bei kleineren Zellen auch schon Zacken aus. Zellen, die den 


logische Lebendbeobachtung. Fig. 3, 4: Verhalten bei Plasmolvse. Fig. 3—8: Plasmo- 
=) so] @ 5 
lyse mit 1 mol. Glykose. 
Punktiert: Chromoplasten bzw. verklumpte Chromoplasten. Schraffiert: Orange- 
kérper. 
Nahere Erklarung im Text. 


Epidermiszellen der Bliitenblattunterseite von P. kemwensis. Fig. 1, 2: morpho- 


Merkmalen ganz junger, d. h. in der Entwicklung noch jugendlicher Stadien 
entsprechen, sind vor allem am Rande des Blattes haufig vorhanden. Zellen 
der MittelgréBe und die in der Blattmitte gelegenen kleinen Zellen nehmen 
jetzt auch eine Konfiguration an, die friiher (d.h. im Blatt beim Anfang des 
Aufbliihens) nur die gréBten Zellen besaBen. Die Grenzschicht zwischen 
inneren und auBeren Teilen des Protoplasten ist bei den grofen Zellen deut- 
lich ausgepriagt, sie ist auch bei verhaltnismafig mehr Zellen wahrzunehmen. 
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C. Epidermiszellen einer ausgebliihten ,,alten” Bliite 

Die Mehrheit der Zellen zeigt den schon erwahnten Zustand, den Fig. 1 
darstellt. Kurz sei hervorgehoben, da die meisten dieser Zellen entweder 
tot sind oder sich schon in weit fortgeschrittenem Zustand der Nekrobiose 
befinden. Pathologische Veranderungen der Kerne treten bei vielen Zellen 
ein. Kriimelartige Ausfallungen und Verklumpungen der Kernsubstanz wer- 
den beobachtet. Die Chromoplasten, die sich um den gewohnlich aufgequol- 
lenen Kern befinden, sind teilweise miteinander verschmolzen (vgl. Fig. 1). 
Dieses Verschmelzen der Chromoplasten kommt auch mehr oder weniger 
bei den perlenartig angereihten Chromoplasten auf der Grenzflache vor. 
Die Zellen jiingerer Stadien, wie sie bei Bliiten wahrend des Entfaltens der 
Corollen zu beobachten sind, werden bei diesen ausgewachsenen Blattern 
nur noch am Rande des Blattes wahrgenommen. Diese Zellen sind papillés 
entwickelt und sind ihrer Form und Plasmakonfiguration nach noch dem 
Zustand der kleinen jungen Zellen des Corollenblattes am Anfang des Auf- 
bliihens ahnlich. Von den Zellen am aufersten Rand bis zu denjenigen der 
Blattmitte gibt es im voéllig entwickelten Blatt Ubergiainge, die mit verschie- 
denen Stadien der Entwicklung, wie sie beim Vergleich zwischen Corollen 
verschiedenen Alters zu erfassen sind, vergleichbar bzw. morphologisch 
gleichwertig sind. 


Osmotisches Verhalten 


A. Bringt man Epidermisabziige eines alten Corollenblattes fiir langere 
Zeit in destilliertes Wasser, so sind nach drei Stunden zwei bemerkenswerte 


Zustinde bei den véllig erwachsenen alten Zellen wahrzunehmen. Es findet 
in manchen Fallen eine Aufquellung desjenigen Protoplasteniteiles statt, der 
innerhalb der von den Chromoplasten gebildeten Grenzschicht liegt (Fig. 3). 
Nach ca. 3 Stunden gehen diese Zellen durch Zerstérung der plasmatischen 
Membran zugrunde. In anderen Fallen findet hingegen eine Kontraktion 
statt. Fig. 4 zeigt einen solchen Zustand. Der kontrahierte KOrper ist teil- 
weise durch diinne Faden an der Chromoplastenschicht und den eingebuch- 
teten Zellwianden befestigt. Dieser Zustand ist mehr .resistent™ — nach 
24 Stunden, wenn schon alle anderen Zellen zugrunde gegangen sind, blei- 
ben diese Zellen noch erhalten und sind ,plasmolysierbar”. Ersetzt man das 
desiillierte Wasser durch eine 1 mol. Glykoselésung. so hebt sich dieser 
schon kontrahierte Kérper an mehreren Stellen von der Grenzschicht ab 
und kontrahiert sich weiter. In allen Fallen findet eine Entmischung statt. 
Kleine Tropfen bilden sich, die bald zu gréBeren heranwachsen (Fig. 4 a). 
Deutlich ist. da es sich hier um einen von dem normalen osmotischen Ver- 
halten der Pflanzenzelle abweichenden Vorgang handelt. Fiir eine befriedi- 
gende Erklairung dieser Erscheinungen miiBten weitere und eingehendere 
Untersuchungen herangezogen werden. 

Die kleineren. jiingeren Randzellen verhalten sich hingegen normal. sie 
erleiden fast alle innerhalb von 3 Stunden den Hypotonietod und zeigen 
keine Eigenheiten, die mit jenen der alten, morphologisch verschieden gebil- 
deten Zellen in Zusammenhang zu bringen waren. Im allgemeinen ist auf 
einen niedrigen osmotischen Wert des letzteren Typs von Epidermiszellen 
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zu schlieBen. Bei einem 0,2 mol. Traubenzucker ist bei den alten Zellen schon 
der Anfang einer Plasmolyse zu beobachten. Die Zellen eines jungen Blattes 
oder die eines alten Blattrandes zeigen aber erst bei 0,25—0,3 mol. Trauben- 
zucker eine Plasmolyse. 

B. Plasmolyse mit 1 mol. Glykose 

Der Verlauf der Plasmolyse bei Zellen eines jungen Blattes und bei 
denen eines vollentwickelten ist sehr verschieden. Die Plasmolyse verliuft 
verhaltnismaBig langsam bei den jungen Zellen, die Plasmolyseform ist 
konvex (Fig.5). Die jungen Zellen, die schon zu differenzieren anfangen, 
zeigen zum Teil negative Plasmolyseorte, und zwar vor allem an den Stellen, 
wo vermutlich die zukiinftigen Zacken entstehen werden. Eine Abrun- 
dung zu konvexen Gebilden ist aber fiir sie kennzeichnend. Besonders auf- 
fallend ist, da die Plastiden, die bei jungen Zellen eine gelbgriine Farbe 
zeigen, weniger bis starker miteinander verschmelzen. um gréere, manch- 
mal unregelmafig geformte Kérper zu bilden. Dieser Vorgang hat auch zur 
Folge, daB der Farbstoff aus den Plastiden diffundiert und den gesamten 
Protoplasten griin-gelbgriin farbt. Verschmelzung der Chloroplasten unter 
der Einwirkung verschiedener Agenzien ist durch die Arbeiten von Ha be r- 
landt (1876), Ponomarew (1914) und Lepeschkin (1926) bekannt- 
geworden. Bei allen diesen Befunden handelt es sich, wie auch Kiister 
(1951) nachdriicklich betonte, um offensichtlich stark geschidigte Chloro- 
plasten. Die Verschmelzung der Chromoplasten tritt hier aber schon beim 
Anfang der Plasmolyse auf, so daf wir es hier vielleicht mit einer vitaleren 
Zellerscheinung zu tun haben. Je mehr die Zelle entwickelt ist (zacken- 
formige Ausbildung der Zellwand, starker gelber Farbton der Plastiden). 
desto geringer die Verklumpung. (Le peschkin 1926 fand bei Bryopsis 
ein ahnliches altersbedingtes Vorgehen und nahm an, daf junge Plastiden 
fliissig, altere hingegen gallertig fest seien.) 

Die Zellen eines weiter entwickelten Blattes zeigen schon bemerkenswerte 
Unterschiede. Die Plasmolyse verlauft auch hier noch viel langsamer als bei 
alien Zellen. Aus den Zacken zieht der Protoplast sich unregelmaBig (Lap- 
penbildung) zuriick (Fig.6). Die innere, meist durch die Chromoplasten an- 
gedeutete Plasmaschicht zeigt jetzt ihre einheitliche Verbindung mit dem 
an der Zellwand liegenden Plasma. Diese Plasmahiillen umgeben die aue- 
ren, gegen die Zellwand in den Zacken liegenden Vakuolen. Innerhalb der 
inneren Plasmaschicht findet nach ca. 15 Minuten eine weitere Kontraktion 
eines darinnen liegenden Kérpers statt. der eine konkave Gestalt zeigt. Es 
treten also bei diesem sekundaren Vorgang scheinbare .negative Plasmo- 
lyseorte” oder Stellen héherer Viskositat auf (Fig. 6). Daf in diesen Zellen 
eine Zahl aiuBerer Vakuolen und eine innere Vakuole vereinigt sind, wird 
durch die noch zu beschreibenden Versuche (Vitalfirbung) deutlich gezeigt 
werden. 

Zellen eines alten Blattes (Fig. 1) weisen beim Zusatz von 1 mol. Lésung 
Glykose lediglich die Kontraktion der innerhalb der inneren Plasmaschichi 
liegenden Vakuole auf, auBerhalb derselben kommt keine osmotische Ver- 
iinderung vor. Hier erfolgt die ,,.onoplastenplasmolyse™ ziemlich rasch in 
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hypertonischer Glykose. Die Plasmolyse des ., tonoplasten® nimmt gewohn- 
lich eine konvexe Form an, in manchen Fallen aber sind ,negative Orte* 
sichtbar, an denen sich diinne .Hechtsche Faden“ bilden (Fig. 7). Diese 
Fiiden sind an der Plasmaschicht befestigt. Wie Fig. 7 zeigt, nehmen die 
Faden schon nach 15 Minuten ein granuliertes Aussehen an. Sie gehen spater 
alle zugrunde. Nach ca. 20 Minuten kommt bei den meisten Zellen eine 
Entmischung der kontrahierten Vakuole vor. Dieser Vorgang fangt mit 
dem Auftreten von kleinen Blaschen an, die sich allmahlich zu gréReren 


Abb. 1. Bliitenblattepidermiszellen — Il. Stadium — in 1 mol. KNOs plasmolysiert. 


Tropfen vergréBern und teilweise miteinander verschmelzen. Gleichzeitig 
mit dieser Entmischung wird auch in jeder Vakuole ein Kristall gebildet 
(Fig. 7 a). 


Der Plasmolysevorgang, wie hier beschrieben, bezieht sich nur auf die 
Erscheinungen, die fiir den charakteristischen Zelltyp von frischgepfliickten. 
lebhaft bliihenden Bliiten verschiedenen Alters eigentiimlich sind. Es sind 
aber in alteren Blattern Ubergangszustande zu beobachten. Diese Uber- 
gangszone kommt am Rande des Corollenblattes vor. Figuren 8 a, b und ¢ 
stellen in einem idealen Fall drei nebeneinanderliegende Zellen dar, die von 
dem Rand des Blattes in die Mitte hineinragen. Schon bei der morphologi- 
schen Beschreibung der Zelle wurde erwahnt, da die jiingeren Stadien der 
Zellentwicklung bei den Zellen am Blattrand erhalten bleiben. Fig. 8 zeigt 
diese Erscheinung. wie sie bei Plasmolyse hervortritt. 

Wichtig ist zu erwahnen, daB wenn die Bliiten auch einer kiinstlichen 
Alterung unterzogen werden, z. B. Beobachtung ab zwei Tage nach dem Ab- 
schneiden, manche Abweichungen vom normalen Verlauf der Plamolyse 
auftreten (vgl. Fig 8c). Unterschiede bei Zellen verschiedener Entwick- 
lungsstufen treten hier jedoch starker hervor. 

Ersetzt man das Plasmolytikum durch reines destilliertes Wasser, so ist 
eine rasche Aufquellung aller kontrahierter Vakuolen, die bald platzen, zu 
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beobachten. Die Deplasmolyse mit destilliertem Wasser laiBt im allgemeinen 
feststellen, daft die ganz jungen Zellen nach drei Stunden im Plasmolyti- 
kum nicht mehr deplasmolysierbar sind, wohl aber iltere Zellen, wenn nicht 
schon zu starke Tonoplastenplasmolyse eingeireten ist. 

C. Plasmolyse mit 1 mol. KNO, 

Der Verlauf der Plasmolyse in KNO, stimmt weitgehend mit dem in 
Glykose iiberein. Abbildungen 1. 2 und 3 zeigen Plasmolysebilder, die hier 
haufig zu sehen sind. Bei den 
Zellen in Abb. 1 sind die 
aiuBeren Vakuolen samt dem 


2 


sie umgebenden Plasma, das 

sich in Form. von Lappen 

aus den Zacken herausgezogen 

hat, deutlich zu sehen. Aber 

bei den Zellen in Abb. 1 ganz 

links oben und rechts oben 

sind die auBeren Vakuolen 

und die sie umgebende Plas- 

maschicht in den plasmolysier- 

ten Protoplasten nicht mehr 

vorhanden. Bei diesen Zellen 

ist die innere Plasmaschicht in 

unplasmolysiertem Zustand ge- 

wohnlich stark ausgebildei, 

das Plasma _ kontrahiert bei 

Plasmolyse — verhaltnismaBig 

gering. Abb.2 zeigt einen sol- 

chen Zustand, der Plasma- 

»Perlenring* hat sich verklei- Abb. 2. Bliitenblattepidermiszellen — ILI. Sta- 

nert und die Vakuole ist stark dium — in 1 mol. KNO, plasmolysiert. 

kontrahiert. Von den auBeren 

Vakuolen und dem darumliegenden Plasma sind nur noch die Reste an der 

Zellwand zu sehen. Diese Zellen stellen ein Ubergangssiadium zu dem Zu- 

stand dar, wo das Plasma bei den osmotischen Erscheinungen iiberhaupt 

keine sichtbare Beteiligung mehr hat. Ein solcher Zustand wird durch Abb. 3 

dargestellt. Hier wird lediglich eine Kontraktion der Vakuole beobachtet. 
Der Plasmolyseriikgang mit Permeationsdeplasmolyse tritt bei den jun- 

gen Zellen nach ca. 3% Stunden ein. Der Protoplast wird aber nicht getétet. 

bevor die Plasmolyse véllig zuriickgegangen ist. Bei den zackenférmigen 

Zellen quellen innere und aufere Vakuolen auf. Die Membranen der 

iuBeren Vakuolen gehen sehr rasch zugrunde, so wie auch das sie umge- 

bende Plasma — die Chromoplasten werden mit dem zerrissenen Plasma 

unregelmaBig in das Zellvolumen verstreut, wahrend die innere Vakuole 

noch bedeutend aufquillt. Bei den vollentwickelten und bei dem Anfang des 

Versuchs schon nekrotischen Zellen, wo das Plasma bei der Plasmolyse keine 

Beteiligung mehr hat, geht die Plasmolyse des Tonoplasten beinahe voll- 





378 W. J. van der Merwe 


kommen zuriick. Zuerst verschwinden die bei der Plasmolyse entstandenen 
Entmischungsiropfen, die hier nicht so ausgepragt sind wie bei der 
Glykoseplasmolyse (Kristalle werden auch nicht so hiaufig gebildet), dann 
quillt die Vakuole auf und platzt erst nach ca. 4 Stunden. 

Nach den Ergebnissen der rein morphologischen Beobachtung lebender 
Corollenepidermiszellen verschiedenen Alters und den Plasmolyseversuchen 
mit Glykose und KNO, ist es deutlich, daB die Zelle waihrend des Auf- 

bliihens von ihrem jugendlichen Zu- 
stand Stadium I — ausgehend, 
eine Reihe komplizierter morpho- 
logischer Umgestaltungen durchmacht, 
die folgend zusammengefaBt werden 
kénnen: 

1. Die Zelle nimmt an GroBe zu 
und verwandelt ihre Form von einer 
rundlich-viereckigen oder  pentago- 
nalen in eine ausgesprochen zackige 
orm. 

2. Die Plasmakonfiguration andert 
sich vollstandig. 

a) Anstatt der einen werden bei 
ailteren Zellen mehrere Vakuolen ge- 
bildet: die innere Vakuole und die 
auBeren Vakuolen. Plasmaschichten 
trennen die Vakuolen voneinander — 
Stadium II. 

b) bei alten Zellen sterben die 
auBeren Vakuolen samt dem darum- 

Fortgeschrittene nekrotische  liegenden Plasmawandbelag ab, so 

Tonoplastenplasmolyse in da nur noch die innere Vakuole und 

1 mol. KNO,. das ..Perlenring“-Plasma_ iibrigbleibt 
— Stadium III. 

3. Das Plasma verliert mit dem Entwicklungsgeschehen allmihlich seine 
osmotische Wirksamkeit, bis es endlich von der inneren Vakuole als dem 
einzigen intakten Organ der Zelle .iiberlebt" wird. 

Wichtig ist zu bemerken, daf nicht alle Zellen diesen morphogenetischen 
Veranderungen unterworfen sind. Es gibt iiber die Blattfliiche verstreut ver- 
einzelte Zellen, die, obschon sie ihrer GréBe und Form nach ausgewachsen 
und entwickelt sind, doch die Plasmakonfiguration des Jugendstadiums bei- 
behalten haben. Diese Zellen sind plasmareich und besitzen nur eine zen- 
trale Vakuole. In morphologischer Hinsicht kénnte man diese Zellen also 
als direkt ausgewachsene oder .herangewachsene Jugendstadien* bezeich- 
nen (die Richtigkeit dieser Auffassung wird in den folgenden Vitalfarbe- 


versuchen bestitigt werden). Diese .herangewachsenen Jugendstadien* 
bilden Gruppen auf der Blattflache. In der unmittelbaren Nahe dieser 
Zellen oder Zellgruppen sind die anschlieBenden Zellen die des 
II. Stadiums, die weiterhin in Zellen IIL. Stadiums iibergehen. Diese Grup- 





Die Ausdifferenzierung des Vakuolensystems 379 


pen oder Inseln der ..herangewachsenen Jugendstadien™ sind durch die im 
iiberwiegenden Anteil der Blattepidermis vorkommenden II. und IIL. Sta- 
dien voneinander getrennt. Die Inseln kommen haufiger in der Nahe des 
Blattrandes vor als im Inneren der Blattflache. 

Die Zellen des Blattrandes entsprechen im normalen, gesunden Zustand 
ihrer Form und Plasmakonfiguration nach den bei jungen unentfalteten 
Blittern in der Mehrheit vorkommenden Zellen des Anfangsstadiums und 
Zellen des jiingeren Il. Stadiums, sie kénnten also als relikt gebliebene oder 
stiberdauernde Jugendstadien* bezeichnet werden. 


3. Vitalfairbeversuche 
A, Die Vitalfarbung mit Neutralrot (Fig. 1—10 in Tafel 2) 

Epidermisabziige werden fiir 20 Minuten in eine Flasche mit einer 
1: 10.000 Neutralrotlésung (in Leitungswasser + pH 7,5) eingelegt, dann in 
Leitungswasser ausgespiilt und prapariert. 

Durch eine erste vergleichende Versuchsreihe siellt es sich heraus, daB 
sich die noch jugendlichen Zellen eines jungen unentfalteten Blattes mit den 
.tiberdauernden Jugendstadien* am Blattrand eines alteren Blattes bzw. 
auch die damit zusammenhangenden Zellen II. Stadiums, vitalfarberisch 
vollkommen gleichwertig verhalten. Die friiheren Beobachtungen (morpho- 
logisch und mit Plasmolyse) stehen hiermit im Einklang. 

Kennzeichnend fiir die jungen Zellen ist die Diffusfarbung. Die Zellen 
werden tief orangerot gefarbt. Hier herrscht eine starke Speicherung vor. 
Gewohnlich kommt es bei Zeilen eines jungen Blattes bzw. bei Randzellen 
frischgepfliickter Bliitenblatter nicht zu Entmischungen und Fiallungen. Bei 
den Randzellen alterer Bliiten kommt es aber in manchen Zellen wohl zu 
Fallungen und Entmischungen der gefarbten Phase. So einen Fall stellt 
Fig. 1a, A und B dar. Nach ca. 24—3 Stunden entmischen sich auf verschie- 
denen Stellen, gew6hnlich in den Ecken, gréBere Blaschen, in denen der 
Farbstoff mehr konzentriert ist. Nach ca. 3% Stunden entstehen zwischen 
diesen Entmischungen Fallungen kriimelartiger Natur (Fig. 1 B). Der iibrige 
Teil der gefarbten Phase zeigt jetzt noch eine sehr verdiinnte diffuse Farbe, 
in den Blasen und Kriimeln wird der Farbstoff allmahlich gespeichert, bis 
der iibrige, vorher diffus gefarbte Teil fast farblos erscheint. Je alter die 
Bliite, desto stairker treten diese Erscheinungen zutage, sie werden auch bei 
mehr Zellen beobachtet und setzen nach kiirzerer Zeit ein. 

Die ..herangewachsenen Jugendstadien* hingegen zeigen diese Verande- 
rungen nicht. Sie verhalten sich wie die jugendlichen Zellen und die Mehr- 
heit der ihnen morphologisch gleichwertigen am Blattrand, wo die diffuse 
Farbung vorherrscht. Bei diesen Zellen wird oft Vakuolenkontraktion wahr- 
genommen. Die Vakuolenkontraktion scheint hier auch bei desto mehr 
dieser Zellen vorzukommen, je alter das Bliitenblatt ist (nach Pardat- 
scher 1951, 1953 ist das Auftreten der Vakuolenkontraktion vom Alter 
der Zelle abhangig, vgl. auch Bancher 1938, Hartmair 1937, Henner 
1934 und Weber 1930a und ¢). 

Die Vitalfarbung bei Zellen Il. Stadiums ist im Vergleich zu denen der 
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jiingsten Zellen viel komplizierter. Nach 20 Minuten in Neutralrot zeigt die 
Zelle eine Farbung von zweierlei Art. Die aiuBeren Vakuolen sind orangerot 
diffus gefarbt, die innere Vakuole speichert den Farbstoff in Kriimeln und 
kleinen Trépfchen. Die Fallungen scheinen sich vor allem an der Grenz- 


Tafel 2 
Epidermiszellen der Bliitenblattunterseite von P. kewensis. Vitalfarbung mit 
Neutralrot (pH um 7.5), Fig. 1.4 +B, 4, 6 und 8. Plasmolyse von neutralrot- 
gefarbten Zellen mit 1 mol. Glykose: Fig. 2. 3, 5. 7, 9 und 10. 
Punktiert: Chromoplasten bzw. verschmolzene Chromoplastenklumpen. Schraf- 
fiert: farblose Entmischungsblaschen. GleichmaBig grau: orangerotes primares 
Vakuom. Kriimelartige Fallungen des sekundaéren Vakuoms eingezeichnet. 


Nahere Erklarung im Text. 


fliche zwischen innerer und auReren Vakuolen anzusammeln. Fig. 1b ist 


hierfiir reprasentant. Die Kriimelspeicherung in der inneren Vakuole erfolgt 
im Gegensatz zu der Diffusspeicherung der iuBeren Vakuole sehr rasch. Die 
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Speicherung nimmt mit starkerer Farbung zu, bis die Fallungen tiefrot bis 
violett erscheinen. Nur bei den noch ganz jung und schwach differenzierten 
Zellen des Il. Stadiums wird neben den Fallungen auch eine lichte Diffus- 
firbung beobachtet. Die Zahl und Auspragung der Fallungen ist bei alteren 
mehr entwickelten oder weiter differenzierten Zellen gréBer und deutlicher 
Nach 2—4 Stunden nach der Farbung, die durchweg auf 20 Minuten be- 
schrinkt gehalten wird, zeigen die duReren Vakuolen eine spontane Vaku- 


Abb. 4. Bliitenblattepidermiszellen mit Neutralrot (1 : 10.000, pH 7.5) vitalgefarbt. 


olenkontraktion (Fig. te). Bei manchen auBeren Vakuolen treten Ent- 
mischungen auf. Kleine Koérnchen, eines oder mehrere, entstehen in der 
Vakuole und nehmen allmahlich an Volumen zu. Diese Kérper enthalten 
den Farbstoff mehr konzentriert. Sie kénnen auch miteinander verschmel- 
zen. Fig. 1f stellt die Entmischung in einer solchen Vakuole schematisch 
dar. Bei verlangerter Farbung werden die Entmischungen friiher be- 
obachtet. 

Deutlich ist. daB nur in den Vakuolen, wo ein Plasmawandbelag noch 
ausgebildet ist. die Speicherung erfolgt. Figuren 1c¢ und 1d zeigen den 
Ubergang. wo die Zelle II. Stadiums sich dem III. Stadium nahert und der 
Plasmawandbelag und die auferen Vakuolen allmahlich absterben. (Fig. 1 ¢ 
mit vier gefarbten, also lebendigen, und drei toten Zackenteilen.) Die Zelle 
in Fig. 1d entspricht schon dem ausgesprochenen III. Stadium, wo lediglich 
die kriimelartigen Fallungen der inneren Vakuole fiir die Speicherung des 
Farbstoffes eigentiimlich sind. Hier sind die Zellteile zwischen Plasmagrenz- 
schicht und der Zellwand ganz farblos. Abb. 4 zeigt bei schwacher Ver- 
gréBerung einen gefirbten Teil eines ausgewachsenen alten Blaties, und 
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zwar den Blattrand und die anschlieBenden Partien. Manche iiberdauernden 
jungen Zellen des Blattrandes sind schon derart gealtert, daf die Erschei- 
nungen, wie in Fig. 1a, A und B abgebildet, auch hier zu beobachten sind. 
Die sogenannten .herangewachsenen Jugendstadien*, die manchmal in 
Gruppen vorkommen — die Inseln werden durch Abb. 5 deutlich gezeigt. 
Die Zellen, die an diese direkt ausgewachsenen Jugendstadien anschlie- 
Ben, sind vom Il. Stadium, die bei weiterer Entfernung ins III. Zell- 
siadium iibergehen. 


Nur lebende Zellen bzw. lebende Zellbestandteile werden vital gefirbt. 


Bei alten Blattern, von allem bei jenen, die seit ein paar Tagen schon abge- 


Herangewachsene Jugendstadien* in der Bliitenblattepidermis mit Neutral- 
rot (1 : 10.000. pH 7.5) vitalgefarbt. 


pfliickt sind, sind manche Zellen des III. Stadiums unfarbbar bzw. sie 
speichern den Farbsioff in der inneren Vakuole nur sehr sparlich und zwar 
in der Form von diinneren Fléckchen. 


Die NH;-Reaktion 


Epidermisabziige werden fiir 20 Minuten in eine 1: 10.000 Neutralrot- 
Lésung (in Leitungswasser hergestellt) eingelegt, anschlieBend in Leitungs- 
wasser ausgewaschen und unter dem Mikroskop mit einer n/200 NH,-Lésung 
behandelt. Alle diffus gefarbten Zellen bzw. Zellteile werden entfarbt. Noch 
jugendliche Zellen verlieren ihre Farbe innerhalb von 2 Minuten, die iuBe- 
ren Vakuolen des I]. Stadiums in noch kiirzerer Zeit. Auf die Kriimel hat 
das NH, keinen EinfluB, bei stairkerer Einwirkung werden die Kriimel in 
einzelnen Fallen nur etwas gebleicht. Im Sinne Héflers diirfte man also 
die Zellsaifte der noch jugendlichen Zellen und die der auBeren Vakuolen 
des II. Stadiums als .leer“ bezeichnen. In Zusammenhang mit der Entfarb- 
barkeit mit NH, steht hier auch der auf leere Zellsaifte hindeutende Farb- 
ton der Vakuolen, der hier ein orangeroter ist. 
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Vitalfarbung mit Neutralrot (1: 10.000 in Leitungswasser) und Plasmolyse 
mit 1 mol. Glykose 

Nach 20 Minuten Einlegen in das Farbbad und Auswaschen in Leitungs- 
wasser werden die Abziige in eine 1 mol. Glykoselésung iibertragen, im 
Plasmolytikum prapariert und unter dem Mikroskop beobachtet. Die Plas- 
molyse der jungen, noch undifferenzierten Zellen verliuft im Falle, da® 
keine Fallungen entstehen, ahnlich wie bei Plasmolyse ohne vorherige Fiir- 
bung. — Fig. 2 erscheint Fig. 5 (Tafel 1) sehr ahnlich. Wo aber bei diesen 
Zellen Fallungen ent- 
stehen, ist die Plasmo- 
lyseform sehr krampf- 
haft. Wahrend = der 
Plasmolyse kénnen die 


- 
m 4 


(A 
id 


Fallungen auch wieder 
verschwinden oder zum 
groBen Teil mitein- 
ander — verschmelzen. 
Die Entmischungsku- 
geln, die in der Vaku- 
ole manchmal gebildet 
werden (Fig. 1 A und 
B), verschwinden auch 
mit der Plasmolyse. 

Die .herangewach- 
senen Jugendstadien” app. 6, Bliitenblattepidermiszelien — II. Stadium — 
zeigen gewohnlich eine mit Neutralrot (1 : 10.000, pH 7.5) vitalgefarbt und in 

Krampfplasmolyse. 1 mol. Glykose plasmolysiert. 
Tonoplastenplasmo- 
lyse kommt hiaufig vor. Die Plastiden zeigen in gewissem Mafe die 
Tendenz, ineinander zu zerflieBen und gréBere Kugeln zu bilden (Fig. 3). 

Bei dem II. Stadium gibt es je nach dem Entwicklungszustand Verschie- 
denes zu sehen: das Verhalten der Zelle in Fig. 4 und 5 stellt einen Zustand 
dar, wo die Zelle noch nicht ganz deutlich die fiir das II. Stadium typische 
Konfiguration zeigt und der ganze Protoplast bei Plasmolyse kontrahiert. 
Die Zelle in Fig. 6 stellt das typische II. Stadium der Zelle dar (vgl. mit 
Fig. 1b). Der Protoplast kontrahiert im ganzen einheitlich, die auBeren 
Vakuolen und Plasmateile werden fast alle mitgenommen (Fig. 7). In einer 
Zacke, rechts unten, ist eine Vakuole mit umgebendem Plasma abgerissen 
und bleibt im Zackenraum iibrig. Bei anderen Zellen werden mehrere 
AuBenvakuolen in den Zackenraumen hinterlassen. 

Bei der Zelle II]. Stadiums (Fig. 8) finden nur innerhalb des .Perlen- 
ringes” Veranderungen statt (Fig. 9). Die Tonoplastenplasmolyse verlauft 
im allgemeinen derartig schnell, daB die Vakuole in Stiicke zerfallt, die sich 
in die Ecken hineinziehen. Nach 15 Minuten kommt eine starke Ent- 
mischung der kontrahierten Vakuole vor. Die Entmischungstropfen entstehen 
aus kleinen Blaschen, die sich allmahlich vergr6éBern: sie enthalten keinen 
Farbstoff. Hier, sowie auch bei allen anderen Zellen, wo der Farbstoff in 
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Kriimeln gespeichert wird, kommt es vor, da die Kriimel bei Plasmolyse 
mehr oder weniger miteinander verschmelzen. Dabei wird auch der iibrige 
Teil licht diffus gefarbt. Einen Ausnahmefall stellt Fig. 10 dar: Der ganze 
.Perlenring*-Teil kontrahiert. Die Fallungen verschmelzen und bilden eine 
groBe, stark gefarbte Kugel. Die Vakuole kontrahiert auch, wird aber teil- 
weise zerrissen. Die Reste runden sich im Raum zwischen Plasma und kon- 
trahierter Vakuole zu kleinen Kugeln ab. Nach ca. 1 Stunde entsteht in der 
durch die Fallungen geformten Kugel ein kleines farbloses Blaschen, das 
sich nach einer weiteren % Stunde dermaBen vergréBert, daB die Kugel wie 
ein Ring aussieht (Fig. 10a und 10b). 

Die Deplasmolyse durch eine 0,1 mol. Lésung Glykose oder reines destil- 
heries Wasser laBt ungefahr die gleichen Erscheinungen beobachten wie 
ohne vorherige Farbung. Der Entwicklungszustand und das Alter der Zelle 
scheint fiir die Ausdehnungsfahigkeit der kontrahierten Vakuole und des 


Plasmas ausschlaggebend zu sein. Sind Fallungen in den Zellen entstanden, 


so kommi ein Plasmolyseriickgang fast nicht vor. Die Vakuole quillt nur 
ein bibchen auf und geht zugrunde, der Farbstoff bleibt in den Kriimeln 
enthalten. Es zeigt sich deutlich, daB im Falle, daB der Farbstoff in der 
Vakuole ausfiallt (altere Stadien), die Zelle durch die Farbung bedeutend 
degeneriert wird die schon morphogenetisch altere Zelle wird durch die 
Farbung noch weiter gealtert. Die Diffusfarbung scheint hingegen ziemlich 
harmlos zu sein. Bei den Zellen, die sich wie bei der Darstellung in Fig. 10 
verhalten, ist es die Regel, dali der diffus gefarbte Teil rasch aufquillt und 
platzt. Das Plasma geht gleichzeitig damit zugrunde, ohne daf der gesamte 
Protoplast sich als solcher besonders ausdehnt. Die Trépfchen, die zwischen 
plasmolysierter Vakuole und Plasma liegen, platzen auch und stellen also 
vielleicht .iiberdauerte Tonoplasten* dar. Die innere, stark vakuolisierie 
Kugel nimmt nicht an GréBe zu. Auffallend ist aber, daB ihre Vakuole all- 
mihlich kleiner wird, bis nur ein kleines Blaschen wie beim Anfang der 
Vakuolisation iibrigbleibt. 

Plasmolysiert man die Zellen in 1 mol. Traubenzucker und saugt nach 
ca. 20 Minuten eine gleich starke Zuckerlésung, mit Neutralrot gemischt, 
durch das Priparat. so wird eine sehr interessante Erscheinung bei den Zel- 
len Il. Stadiums beobachtet: es entsteht hier anscheinend eine Speicherkon- 
kurenz zwischen innerer und auBeren Vakuolen. Die duBeren Vakuolen sind 
wihrend der Farbstoffaufnahme nur ganz licht gefarbt, im Gegensatz zu der 
tiefer diffus gefiirbten inneren Vakuole. Ist die innere Vakuole anscheinend 
vollgespeichert, so wird der Farbton der auferen Vakuolen auch diinkler. 
AuBenvakuolen, die von dem Protoplasten wihrend der Plasmolyse abge- 
rissen werden und in den Zackenraumen zuriickbleiben, zeigen diese Er- 
scheinungen nicht. 

B. Vitalfarbung mit Akridinorange 

Methodisch wurde zuerst vom Reihenversuch mit Lésungen in Phosphai- 
puffern abgestufter pH-Werte nach der bekannten Weise (Strugger 1949) 
ausgegangen. Der Puffer ist ein Gemisch aus primirem Kaliumphosphat 
und tertiiirem Natriumphosphat, bzw. mit n/10 HCI fiir die Herstellung der 
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niedrigsten Werte. Das Akridinorange wird in der Konzentration 1 : 10.000 
verwendet. Epidermisabziige, die vom Rand bis zum Inneren schon ent- 
falteter Blatter reichen, werden fiir 20 Minuten in die Farbbiader von ver- 
schiedenem pH (2,38—8,3) eingelegt, dann in farblosen Lésungen von 
gleichem pH kurz ausgewaschen, in denselben prapariert und im Fluores- 
zenzmikroskop beobachtet. 

Uber die Eigenschaften des Farbstoffes ist durch die Untersuchungen 
Struggers schon viel bekannt. Als ein leicht wasserléslicher Farbstoff 
dissoziiert das Akridinorange in sauerem Bereich. In dissoziierter Form ver- 
mag das gefiarbte Kation sich an entsprechenden Gegenstanden elektro- 
adsorptiv zu binden und fluoresziert in UV-Licht der steigenden Konzen- 
tration gemaB von Griin zu Gelb bis Kupferrot. Im alkalischen Bereich liegt 
der Farbstoff in molekularer Form vor und leuchtet im UV-Licht griin. Es 
hat sich, wie H6fler (1947) betonte, durch die Arbeiten verschiedener For- 
scher als eine experimentell iiberpriifte Tatsache herausgestellt. daB die un- 
dissoziierten, elektrisch neutralen Molekiile des Akridinorange auf dem 
Lipoidléslichkeitswege leicht durch das lebende Plasma bis in den Zellsaft 
hinein permeieren, wahrend dem ionisierten Anteil des Farbstoffes dieser 
Durchtritt versperrt ist. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle 1 zusammengefaft. Die Zell- 
membranen werden zwischen pH 2,38 und 4,8 gefarbt. Es gibt hier einen 
sehr deutlichen Unterschied in der Fluoreszenzfarbe zwischen Zellwanden 
junger und alter Zellen. Die jiingeren leuchien im allgemeinen griin, die 
alteren rot. Bei pH 2,38 fluoreszieren meistens alle Membranen griin und 
nur die auBeren, zackenférmig ausgewachsenen Membranen lichtrot. Bei 
pH 2.87 sind mehrere und bei pH 3,1 die meisten Membranen rot leuchtend. 
In der nachsten Stufe pH 4,8 — sind die meisten Membranen wieder 
farblos. Etliche zeigen noch eine rot- und lediglich die kleinsten, vor allem 
die am Blattrand liegenden, eine griin leuchtende Farbe. 

Die in die Farbbader pH 2,38 und 2,87 eingelegten Epidermen zeigen im 
Falle, daB die Zellwande rot im Fluoreszenzlicht erscheinen (zackenférmige 
Zellwainde der inneren ausgewachsenen Zellen des Blattes) auch eine rot 
leuchtende Plasmaschicht zwischen aiuerer und innerer Vakuole, die selber 
aber nicht aufleuchten. Wie die nachfolgende Zuckerplasmolyse zeigt, sind 
diese Zellen bereits tot — Farbkationenspeicherung in schon abgestorbenem 
Plasma. 

Sehr deutlich ist hier der Unterschied zwischen den Vakuolenfarben. Die 
Jugendstadien und die .hherangewachsenen Jugendstadien™ zeigen gelbgriin 
leuchtende Vakuolen. das Stadium II gelbgriine AuBenvakuolen und tief- 
griine Innenvakuole. Bei den Zellen II. Stadiums sind die Fallungen, die 
orangerot bis rot fluoreszieren, verhaltnismabig gering, sie werden mehr 
und tiefer rot leuchtend, je nachdem die Zellen starker zu Zellen II. Sta- 
diums neigen. Bei letztgenannten Zellen fluoreszieren die Auenvakuolen 
gelbgriin, wahrend die innere mit Ausnahme von den roten Fallungen farb- 
los erscheint, wie dies fiir das III. Stadium eigentiimlich ist. Die ausgespro- 
chenen ..Perlenring*-Zellen (III. Stadium) zeigen lediglich die rot fluores- 
zierenden Fallungen. Die Fallungen werden erst ab pH 4.8 wahrgenommen, 

Protoplasma, Bd. L/3 30 
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und zwar bei den gleichen Zellen, wo sie auch bei der Neutralrotfarbung 
vorkommen. Je alkalischer das Farbbad, desto mehr und ausgepriagter 
scheinen sie bei den jiingeren Zellen I]. Stadiums auszufallen. 

Versucht man mit einer n/200 Ammoniaklésung den Farbstoff auszu- 
waschen, so gelingt es hier nicht — im Gegensatz zur Neutralrotfarbung. 


Tabelle 1. 





Membranfarbung 


Protoplast 





Fast alle Membranen griin leuchtend. 
Bei geringerem Prozentsatz der gr6B- 
ten Zellen rot leuchtend 


Keine Vakuolenfarbung. 
Wo die Zellwand rot leuchtet, er- 
scheint die Plasmaschicht zwischen 
innerer und auBeren Vakuolen auch 


rot 


“4 AuBere Vak. — gelbgriin, 
Randzellen — griin, : 2 é a 
: Zell ' innere Vak. — tiefgriin, 
ee en vere Randzellen: Vak. gelbgriin 


AuBerste Randzellen — griin, an 
alte andere Zellen — rot 
Die meisten — farblos, do. 
die anderen rot, nur einzelne Rand- Fallungen in der inneren Vakuole — 


zellen griin orangerot 


Farblos do. 


Fallungen mehr — rot leuchtend 


do. 


Die Vitalfarbung mit dem Hellfeldfarbstoff Neutralrot und dem Fluoro- 
chrom Akridinorange weist eindeutig darauf hin, daff die duReren Vakuolen 
des II. Stadiums und die Vakuole des I. Stadiums einander zellphysiologisch 
gleichwertig sind. Die innere Vakuole stellt etwas ganz anderes dar. Die 
Fluorochromierung mit Akridinorange war fiir die Untersuchung und Auf- 
klarung in bezug auf die Entstehung der zwei Vakuolen besonders giinstig: 

Abziige von einem ganz jungen. noch unentfalteten Blattchen werden fiir 
20 Minuten im Farbbad einer in Leitungswasser hergestellten 1 : 10.000 
Akridinorangelésung gehalten, in Leitungswasser ausgewaschen und im 
Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Die gelbgriine Fluoreszenz ist iiberwie- 
gend, die Zellwande sind farblos. Die Zellen sind einander fast alle morpho- 


logisch gleich und Differenzierung kommt nur bei einem geringen Prozent- 
satz der Zellen vor. Die Differenzierung laBt sich durch einen Unterschied 
in der Fluoreszenzfarbe der Zelle feststellen. Es kommen namlich Zellen 
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vor, die neben der gelbgriinen auch eine tiefgriine Fluoreszenz aufweisen. 
Folgende Zustande konnten beobachtet werden: 

Die Zelle zeigt an einer Seite einen tiefgriin leuchtenden Fleck, der deut- 
lich umrissen ist und mit diinnen, tiefgriinen Streifen, die quer durch den 
iibrigen gelbgriin leuchtenden Teil verlaufen. in Verbindung steht (Fig. 1, 
Tafel 3). Fig.2 zeigt den ahnlichen Zustand mit einem gréBeren, tiefgriin 


Tafel 5. 
Epidermiszellen der Bliitenblattunterseite von P. kewensis. Vitalfarbung mit 
Akridinorange (pH um 7.5). 
Lichtgrau: gelbgriin im UV-Licht. Dunkelgrau: tiefgriin im UV-Licht. Schwarz: 
rot im UV-Licht (Fallungen). 
Nahere Erklarung im Text. 


leuchtenden Teil. Es gibt weiters eine Zahl von Zustiainden, die mit Fig. 3, 4 
und 5 ahnlich sind oder Variationen darauf bilden. Der gelbgriine Teil ist 
in Stiicke zerfallen, wahrend sich der tiefgriine Anteil ausbreitet (vgl. die 
tiefgriin leuchtenden Streifen in Fig.1 und 2). Die gelbgriin leuchtenden 
Teile zeigen die Tendenz, sich in die zackenbildenden Ecken hineinzuziehen, 
wihrend der tiefgriine Teil sich allmahlich vergréRert. Ein weiteres Sta- 
dium, das durch Fig.6 vorgestellt wird, ist haufiger zu sehen. Hier ist der 


Protoplast schon vollig aufgeteili. Der tiefgriine Teil nimmt in der Mitte 
30* 
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der Zelle das gréRte Volumen in Anspruch und stellt die innere Vakuole 
mit einer Zahl orange leuchtender Fallungen dar. Die gelbgriinen auBeren 
Vakuolen nehmen jetzt einen kleineren Teil des Zellvolumens ein. Die ge- 
nannten Differenzierungszustande diirften, wie sie in den Fig. 1—6 dar- 
gestellt sind. mit héchster Wahrscheinlichkeit in derselben Reihenfolge fiir 
die intakien zellmorphogenetischen Veriainderungen, die zu dem Stadium 
der Fig.7 fiihren, reprasentativ sein. Fig.7 stellt die typische Zelle IT. Sta- 
diums vor, die haufig bei Zellen alterer Bliitenblatter zu sehen ist. 

Wie schon erwahnt, sind die beschriebenen Entwicklungsstadien nicht 
sehr haufig wahrzunehmen. Mit mehrmaliger Wiederholung des Versuches 
konnten immer nur bei einem geringen Prozentsatz der Zellen die gleichen 
Erscheinungen beobachtet werden, und auch nur dann, wenn der Epidermis- 
abzug von einer ganz jungen, noch halb in der Knospe steckenden Bliite 
stammie. Diese Tatsache weist darauf hin, wenn die kurze Entfaltungszeit 
der Bliite in Erwagung gezogen wird (vom Knospenstadium bis zur Erschei- 
nung der entfalteten Krone 3—4 Stunden), daf die morphogenetischen Ver- 
anderungen der einzelnen Zellen von dem I. bis zum II. Stadium sehr rasch 
vor sich gehen miissen. Der Ubergang vom II. bis zum III. Stadium scheint 
verhaltnismaBig ein bedeutend langsamerer zu sein. Ahnliche Erscheinungen 
kénnen aber auch bei etlichen Randzellen eines alten ausgebliihten Bliiten- 
blattes wahrgenommen werden, obzwar sie hier gar nicht so deutlich sind 
und manchmal auch unzusammenhiangend zu sein scheinen. Fig.8 zeigt in 
einem idealen Fall drei am Rande eines alten Blattes vorkommende Zellen, 
bei denen die gleichen Erscheinungen auftreten. Die Zelle links zeigt den 
vollig aufgeteilten Protoplasten, die zwei verschiedenen Vakuolen neben- 
einanderliegend. Die tiefgriin leuchtende Vakuole enthalt rot leuchtende 
Fallungen. Die mittlere Zelle zeigt ein friiheres Entwicklungsstadium und 
die Zelle rechts einen Zustand, der in noch friihere Morphogenese zuriick- 
greift. Diese Erscheinungen treten aber nur dann auf. wenn die Bliite schon 
ganz alt ist, gewohnlich schlieBen Zellen II. Stadiums an die am aufersten 
Rand liegenden, undifferenziert gelbgriin leuchtenden, noch jugendlichen 
Zellen an. Die morphogenetischen Veranderungen beim Altern dieser Zellen 
stellen sehr deutlich die tiberdauernde Natur der Rand- Jugend-Stadien dar. 
Bei den .herangewachsenen Jugendsiadien* konnten diese Erscheinungen 
nicht wahrgenommen werden. 

Die Vitalfarbung mit Akridinorange laBt erkennen, da das Vakuom im 
Sinne Héflers als .voll* zu bezeichnen ist. Diese Feststellung ist auf die 
Fluoreszenzfarbe sowie auf die Unauswaschbarkeit des Farbstoffes mit NH, 
begriindet. Die Bezeichnung .leer* fiir die Aauferen Vakuolen des II. Sta- 
diums und die der jungen Zelle auf Grund des Farbtones und der Aus- 
waschbarkeit mit NH, ist also nicht stichhaltig (Neutralrotversuch). Der hier 
sehr deutliche Unterschied in dem Farbton zwischen innerer und duBeren 
Vakuolen diirfte darauf hindeuten, daB die innere Vakuole .voller* als die 
auBeren und als die Vakuolen der noch jugendlichen Zellen ist. Diese innere 
Vakuole entwickelt sich sekundar aus der urspriinglichen. Die urspriingliche 
Vakuole geht allmahlich zugrunde: sie ist als duBerer Vakuolenteil bei der 
Zelle I. Stadiums erkennbar und ist beim III. Stadium voéllig verschwun- 
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den. In vollentwickelitem Zustand fluoresziert die innere Vakuole nicht, nur 
die Fallungen zeigen rote Fluoreszenz. Die tiefgriine Fluoreszenz wird all- 
mahlich schwicher, je nachdem die Zelle weiter entwickelt ist. Die Plasmo- 
lyse mit 1 mol. Traubenzucker zeigt, daf die Zellen III. Stadiums, die die 
griine Fluoreszenz nicht mehr zeigen, noch osmotisch reagieren, vorausgesetzt, 
da sie noch rot leuchtende Kriimel fiihren — hier kommt bekanntlich 
Tonoplastenplasmolyse vor. Fehlt die Kriimelspeicherung, dann ist die Zelle 
vollig tot. 

Die Plasmolysebilder bei den verschiedenen Entwicklungsstadien glei- 
chen im grofen und ganzen sehr gut jenen der mit Neutralrot gefarbten. 


Abb. 7. Bliitenblattepidermiszellen — II. Stadium — mit Akridinorange (1 : 10.000, 
pH 7.5) fluorochromiert. 


Im Falle, da eine starke Entmischung der plasmolysierten inneren 
Vakuole vorkommt, fluoreszieren die Entmischungsblaschen nicht, sie ent- 
halten keinen Farbstoff. Auch wenn die Zellen zuerst plasmolysiert werden 
und dann in ein Gemisch von Plasmolytikum + Akridinorange eingelegt 
werden, so zeigt es sich deutlich, daB dem Farbstoff der Durchiritt in die 
Entmischungsblaschen versperrt ist. 

Wichtig ist weiter zu erwahnen. daf die ganz jungen Differenzierungs- 
stadien sich bei Plasmolyse reversibel verhalten. Dies bezieht sich lediglich 
auf die Zellen. wo der Zerfall der Vakuole in verschieden leuchtende Kom- 
ponenten noch am Anfang steht, wie etwa bei Fig. 1—3. Mit der Kontrak- 
tion des Protoplasten zerflieBen die voneinander getrennten Teile wieder 
in einen einheitlich vermischten Zustand. In einzelnen Fallen bleibt der tief- 
griin leuchtende Fleck bestehen, die zwischen den gelbgriinen Vakuolen- 
teilen liegenden tiefgriin leuchtenden Streifen verschwinden aber vollstan- 
dig. Die Deplasmolyse derselben Zellen hat aber keine Wiederentstehung 
des aufgeteilten Zustandes zur Folge. Ist die Differenzierung weitergegan- 
gen. so bleiben beide Vakuolenkomponenten nebeneinander im kontrahier- 
ten Protoplasten bestehen. 
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Die beschriebenen Erscheinungen werden an frisch abgepfliickten Bliiten 
becbachtet. Werden Zellen von einer schon zwei oder drei Tage nach dem 
Abschneiden stammenden Bliite untersucht, so treten mancherlei Verschie- 
denheiten auf. Wahrend im ersten Falle die Erscheinungen in deutlichem 
Zusammenhang miteinander stehen, kénnte man hier fast von einer un- 
regelmaBig erscheinenden Buntfarbung sprechen. ..Akridinogilbende* Zell- 
sifte absterbender Zellen (H 6 f ler 1947) sind hier zu beobachten. 


C. Vitalfarbung mit Rhodamin B 

Vitalfarbung mit Rhodamin B hat vor allem den Vorteil. daB der Farb- 

stoff einer der unschidlichsten ist. Durch die Untersuchungen von Str u g- 

ger (1937, 1938 a, b) 

und Drawert (1937, 

1939, 1941) ist das 

Rhodamin B gut be- 

kannt geworden. Als 

elektroneutraler Vital- 

farbstoff ist Rhoda- 

min B-in~ weitem 

pH-Bereich — undisso- 

ziiert und liegt also 

in molekularer Form 

vor. Dieser Farbstoff 

kann also nur in vollen 

Zellsiften im  Sinne 

Hoflers (1947) ge- 

speichert werden. Die 

Abb. 8. Bliitenblattepidermiszellen mit Rhodamin B Zellsaftfarbung der 

(1 : 10.000) fluorochromiert. leeren Zellsafte beruht 

ja nach Hofler auf 

der Speicherung von Farbkationen: in den vollen Zellsaften dagegen kommt 

die Farbung durch Bindung des Farbstoffes mit zelleigenen Stoffen zu- 

stande. Im UV-Licht kénnen sehr geringe Konzentrationen des Farbstoffes 

sichtbar gemacht werden. Eigentiimlich ist die gelbe Fluoreszenz. Verwendet 
wurde hier eine 1 : 10.000 Rhodamin B-Lésung in Leitungswasser. 

Der Farbstoff wird sehr rasch durch die Zelle gespeichert. Ein 3 Minuten 
langes Einlegen im Farbbad geniigt vollkommen, um eine deutliche Fir- 
bung hervorzurufen. Die Epidermisabziige werden kurz in Leitungswasser 
ausgewaschen und dann in demselben prapariert. Im Hellfeld beobachtet. 
erscheint die innere Vakuole diffus violettrot. Es kommt binnen absehbarer 
Zeit zu Fallungen kriimelartiger Natur. die tiefviolett gefirbt sind. Die 
jungen Zellen und die Randzellen werden lichtrot diffus gefarbt. ebenso 
auch die auBeren Vakuolen des II. Stadiums. Im UV-Licht leuchten die Zel- 
len lebhaft auf. Die Vakuolen der jungen undifferenzierten Zellen. die der 
herangewachsenen Jugendstadien™ und die auBeren Vakuolen der Zellen 
Il. Stadiums leuchten grellgelb. Je mehr die Zellen entwickelt sind, desto 
mehr wird die Fluoreszenzfarbe eine gelbgriine. Im Falle, daB das Il. Sta- 
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dium in das III. Stadium iibergeht. sind die AuRenvakuolen gelbgriin leuch- 
tend. Die innere Vakuole zeigt eine orange Fluoreszenz, die Kriimel fluores- 
zieren rot. Die altesten Zellen III. Stadiums zeigen lediglich die rot leuch- 
tenden Fallungen in der inneren Vakuole. die diffus orange Fluoreszenz, die 
fiir die Zellen II. Stadiums eigentiimlich ist, fehlt. Abb. 8, ein in UV-Licht 
aufgenommenes Bild, zeigt die genannten Erscheinungen deutlich. 

Ahnliche Bilder, wie mit Akridinorange bei differenzierenden Jugend- 
stadien beobachtet wurden, sind auch hier zu sehen (vgl. Fig. 1—7 in Tafel 3), 
obzwar sie hier nicht so deutlich sind. 

Die Plasmolyse der mit Rhodamin B gefarbten Zellen (KNO, und 
Glykose) zeigt ungefahr den gleichen Verlauf wie im Falle der Neutralrot- 
und Akridinorangefarbungen. Es ist nur zu erwahnen, daB konvexe Plas- 
molyse bzw. Abrundung zu konvexen Formen bei den mit Rhodamin B ge- 
farbten Zellen starker hervortritt. 


D. Vitalfarbung mit Uranin 

Das Natriumfluoreszein, das seit den Arbeiten von Déring (1935) und 
Schumacher (1936) als vitales Plasmafluorochrom (dem K-Salz bevor- 
zugt) verwendet wurde, fand neuerdings durch die Arbeit von Hoéfler, 
Ziegler und Luhan (1956) an Allium cepa-Schuppenepidermiszellen 
und anderen Objekten eine eingehende Untersuchung. Nur lebendes Plasma 
wird mit Uranin zu griinem Leuchten in UV-Licht gebracht. Totes nimmt 
den Farbstoff nicht an: beim Absterben erlischt die typische Fluoreszenz. 
Das Uranin liegt als saurer Farbstoff in saurem pH-Bereich in molekularer 
Form vor, im alkalischen Bereich dissoziiert er zu Farbanionen. Uber die 
Mechanik der Fluoreszeinbindung im Cytoplasma herrscht noch Unklarheit. 
Die Auffassung von Strugger (1938), der eine elektroadsorptive Fest- 
legung der Farbanionen an positiv geladenen inneren Plasmaoberflachen 
fiir die Uraninspeicherung annimmt, wird von Hoéfler. Ziegler und 
Luhan abgelehnt, die sich iiber eine bestimmte Bindungsméglichkeit der 
Uraninmolekiile am Eiweiflipoidkomplex (negativ geladene Gruppe des 
Farbmolekiils an positiv geladenen des Komplexes, nichtpolare an dessen 
Lipoidkomponenten) Vorstellungen machen. Fiir die Plasmafarbung habe 
ich nach der Empfehlung von Héfler, Ziegler und Luhan eine um 
pH 48 gepufferte Lésung des Uranins (1 : 10.000 in M/150 KH.PO, gelést) 
verwendet, die als solche am kraftigsten wirken sollte. 

Die Abziige werden fiir 10 Minuten ins Farbbad gelegt, danach in farb- 
freier Lésung pH 4,8 ausgewaschen, in derselben prapariert und fluoreszenz- 
mikroskopisch untersucht. Eine lebhafte Farbung des Plasmas, das prachtig 
griin aufleuchtet, tritt auf. Bei den jungen Zellen ist die Fluoreszenz sehr 
stark (vgl. Strugger 1938). Die Chromoplasten leuchten noch starker, 
etwas hellgriin. Besonders deutlich fluoresziert die Plasmaschicht zwischen 
innerer und auBeren Vakuolen der Zellen Il. Stadiums. Der Plasmawand- 
belag fluoresziert in den Zacken um die auBeren Vakuolen auch sehr deut- 
lich. Bei den Zellen IIL. Stadiums fluoresziert im Falle der noch jiingeren 
Stadien das ganze Plasma (d. h. nur der Ring um die innere Vakuole), wah- 
rend bei dlteren Stadien der Farbstoff nur noch in den griin leuchtenden 
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Chromoplasten gespeichert wird. Die noch alteren Siadien zeigen lediglich 
die rote eigene Fluoreszenz der Chromoplasten — hier kommt es zu keiner 
Speicherung mehr, und es scheint, als ob die Chromoplasten am Endstadium 
der Degeneration das Plasma zu iiberdauern vermégen. Die Vakuolen spei- 
chern den Farbstoff nicht. 

Durch mehrmalige Wiederholung des Versuches sollie festgestellt wer- 
den, wie und auf welche Weise das Plasma sich bei der Entstehung der 
inneren Vakuole verteilt und zu seiner charakteristischen .,Perlenringlage* 
kommt. Es konnten hier leider keine aufschlufreichen Ergebnisse gewonnen 
werden, und es soll der weiteren Forschung iiberlassen werden, diese inter- 
essanten Protoplasmaveranderungen durch verbesserte Technik eingehend 
zu untersuchen. 

Die Traubenzuckerplasmolyse uraningefarbier Zellen liefert interessante 
Hinweise auf die Lebensfahigkeit bzw. den Grad der Degeneration. Je hel- 
ler und deutlicher die aufleuchtende Fluoreszenz, desto einheitlicher und 
vollkommener die osmotische Kontraktion. Fluoresziert z. B. das Plasma bei 
Randzellen eines alten Blattes sehr schwach, dann wird das kontrahierende 
Plasma in Stiicke zerrissen. Das Plasma der bei jungen Blattern meistens 
konvex plasmolysierenden Zellen leuchtet auch heller als das bei alteren 
Blattern konkav plasmolysierende. Dieser Unterschied zeigt sich auch bei 
den Zellen II. Stadiums — das Plasma leuchiet heller im Falle, da die 
auReren Vakuolen mit umgebendem Plasma bei der Plasmolyse mitgezogen 
werden (vgl. Fig.8 b, Tafel 1), als wenn sie in alteren Zellen, wie gew6ohn- 
lich. abgerissen und in den Zacken iibriggelassen werden (vgl. Fig.8c, 
Tafel 1). Fluoresziert bei dem III. Stadium der ganze Ring noch sehr hell, 
so kontrahiert das Plasma im ganzen mit der inneren Vakuole (vgl. Abb. 2), 
erscheinen hier aber nur die aufleuchtenden Chromoplasten, so findet nur 
Tonoplastenplasmolyse statt (vgl. Abb.3 und Fig.7, Tafel 1). Im Falle, dal 
keine Speicherung mehr vorliegt und die Chromoplasten nur ihre Eigen- 
fluoreszenz zeigen, kommt es zum Zerfall der Vakuole und zu Entmischun- 
gen in den Teilstiicken. 


E. Vitalfarbung mit Rhodamin B und Uranin 


Es wurde versucht. durch die Verwendung von beidem, Rhodamin B und 
Uranin, eine Vakuolen- und Plasmafarbung gleichzeitig hervorzurufen. 
Methodisch habe ich die Abziige fiir 10 Minuten in eine 1 : 10.000 in Lei- 
tungswasser hergestellte Rhodamin B-Lésung eingelegt. dann in einer farb- 
stofffreien Lésung pH 4,8 ausgewaschen (fiir ca. 10 Minuten), dann fiir 
10 Minuten in Uranin (1 : 10.000) pH 4.8 gefarbt, wieder im farblosen Bad 
von gleichem pH-Wert ausgewaschen und in demselben prapariert. Ein 
prachtiges Bild tritt hier im UV-Licht auf. Eine Plasma- und Vakuo- 
lenfarbung ist sehr deutlich zu sehen. Jede der beiden Farbungsarten 
ist fiir sich charakteristisch und scheint auf die andere wenig Einfluf zu 
haben. 

I. Stadium: Plasma hellgriin, Vakuole gelb leuchtend. 

II. Stadium: Plasma hellgriin, A4ufere Vakuolen gelb. innere Vakuole 
orange mit rot leuchtenden Fallungen. 
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III. Stadium: a) Plasma griin, Chromoplasien hellgriin, innere Vakuole 
orange, Fallungen rot leuchtend. 

b) Plasma farblos, Chromoplasten griin, innere Vakuolen orangegrau 
bis farblos, Fallungen rot leuchtend. 

c) Plasma farblos, Chromoplasten mit roter eigener Fluoreszenz, innere 
Vakuole farblos, Fallungen rot leuchtend. 

d) Nur die Fallungen leuchten rot. 

Die Plasmolyse dieser mit beiden Farbstoffen gefarbten Zellen laBt sehr 
schéne Bilder entstehen. Der Verlauf der Plasmolyse bei verschieden ent- 
wickelten Zellen enispricht dem Verhalten, das fiir jede Farbungsart im 
einzelnen schon angegeben ist. 


Versuche an Laubblattepidermiszellen von P. kewensis 

Die unteren Epidermiszellen des Laubblattes zeigen ahnliche Zustande, 
wie sie bei der Corollenepidermis in der Regel wahrgenommen wurden. Es 
handelt sich hier aber um eine Variation derselben. In mancherlei Hinsicht 
scheint das intakte Zellgeschehen bei der Differenzierung dieser Zellen ein 
viel komplizierteres zu sein. Deutlich ist, da wir es bei diesem eigenartigen 
Bau der Zelle nicht mit gelegentlichen Abnormalitaten zu tun haben, son- 
dern da es sich um eigene, fiir die Blattepidermiszellen der P. kemensis 
diagnostische Merkmale handelt. 

Da die Untersuchung beim Laubblatt viel schwieriger durchzufiihren ist, 
konnten die Erscheinungen nicht so eingehend wie beim Bliitenblatt unter- 
sucht werden. Epidermisabziige sind wegen ihrer dicken Kutikula sehr 
schwierig zu praparieren, und Flachenschnitte lassen sich auch nicht leicht 
herstellen. 

Wahrend bei der Bliitenblattzelle der stark lichtbrechende Kérper (die 
innere Vakuole) gewéhnlich in der Mitte der Zelle zu sehen ist, kommt er 
hier auch haufig in einer der Ecken oder nicht selten in mehreren Ecken zer- 
teilt vor. Je alter die Zellen sind, desto ausgepragter scheinen die Licht- 
brechungsunterschiede aufzutreten. (Das Alter der Zelle steht in direktem 
Zusammenhang mit der ZellgréRe. Die Form der Zelle wird je nach dem 
Alter immer unregelmaBiger, die Zellwand bildet allmahlich tiefere Zacken.) 
Einen ebenso wichtigen Unterschied stellen die Plastiden dar. Bei den Zellen 
kleiner, junger Blatter sind Chloroplasten ziemlich unregelmafig verstreut 
im Zellplasma vorhanden. Bei den Zellen gréRerer Blatter zeigen die Chloro- 
plasten einen lichigriinen, ins Gelbe iibergehenden Farbton und sammeln 
sich mehr und mehr an der Oberflache des stark lichtbrechenden K6rpers 
an. Im alten ausgewachsenen und schon halb vergilbten Blatt ist das charak- 
teristische Stadium III erreicht. Je nach dem besonderen Zellzustand wer- 
den ein bis mehrere .,Perlenringe* durch die Plastiden, die jetzt chromo- 
plastischer Natur sind, gebildet. 


In einem und demselben Blatt trifft man verschiedene Ubergangs- 
zustande an, also Zellen auf verschiedener Entwicklungshéhe. Die Unter- 
schiede sind aber, wie schon Richards (1934) betonte, viel gréRer von 
Blatt zu Blatt als die wechselseitigen Unterschiede in einem und demselben 
Blatt. Eine kausale gesetzmafige Verkniipfung der Differenzierungs- 
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erscheinungen, wie z.B. bei den Bliitenblattepidermiszellen gezeigt wurde, 
konnie hier nicht festgestellt werden. Es zeigte sich zwar, daf in der Nahe 
des Blattrandes mehr junge Stadien vorkommen. ich erhielt aber keine 
Klarheit dariiber, ob beim Laubblatt ahnliche Gradienten wie beim Bliiten- 
blatt auftreten. 
Vitalfarbung mit Neutralrot 
(Fig. 1—12 in Tafel 4) 

Verwendet wurde eine in Leitungswasser hergestellte 1 : 10.000 Neutral- 
rotlésung. Nach einer 20 Minuten dauernden Farbung werden die Epidermis- 
abziige in ungefarbies Leitungswasser iibertragen, kurz ausgewaschen und 
fiir mikroskopische Beobachtung fertiggestellt. 

Die Vitalfarbung laBt eine sehr wichtige Tatsache feststellen: Der am 
meisten verbreitete Zellzustand bei allen griinen gesunden Blattern ist der- 
jenige, der mit dem II. Stadium der Bliitenblattepidermis vergleichbar ist. 
Deutlich ist. da die Zelle wahrend ihrer Entwicklung und Lebensdauer 
am langsten in dem Stadium des ausdifferenzierten zweiartigen Vakuoms 
verweilt. (Bei dem Bliitenblatt kennzeichnet das II. Stadium einen kurz- 
fristig voriibergehenden Zellzustand.) 

Fig. 1 zeigt zwei nebeneinanderliegende vitalgefarbte Zellen II. Sta- 
diums. Es ist hier genau der umgekehrte Fall wie bei der Bliitenblatt- 
epidermis. Die .innere Vakuole“ der Bliitenblattzelle formt bei der Laub- 
blattzelle die .auBeren Vakuolen™ bzw. die .auBeren Vakuolen* der Bliiten- 
blattzelle die .innere Vakuole* der Laubblattzelle. Die Farbung erfolgt sehr 
schon, beide Vakuolenteile werden intensiv angefarbt. Die hier in der Mitte 
der Zelle liegende Vakuole wird orangerot diffus gefarbt. die in den Zacken 
liegenden Vakuolen zeigen intensiv tiefrote Kriimelspeicherung. Es kommt 
bei etlichen dieser Zackenvakuolen vor, da neben der Kriimelspeicherung 
auch diffuse Farbung vorliegt (z. B. in der .AuBenvakuole* ganz oben links 
in Fig. 1). Die 4uferen Vakuolen kénnen auch durch Teilstiicke der diffus- 
gefarbten Vakuole eingeschlossen werden, wie z. B. die untere Zelle in Fig. 1 
ganz unten rechis zeigt. Im Gegensatz zu der Bliitenblattzelle zeigt die 
Laubblattzelle die Plasmabelage zwischen den verschiedenen Vakuolen und 
gegen die Wand sehr deutlich. Fig. 2 stellt noch eine Variation dar. Das in 
Kriimelform speichernde Vakuom ist in zwei Teile zerteilt, zwischen denen 
das diffusgefarbte Vakuom. teilweise auch zerteilt, vorkommt. Fig.3 stellt 
einen sehr haufigen Zustand vor, bei dem die Zelle deutlich in zwei Teile 
zerteilt zu sehen ist. Der eine Teil fiihrt die diffusgefarbte, der andere die 
kriimelspeichernde Vakuole. Durch eine sehr deutlich ausgepragte Plasma- 
schicht sind die zwei verschiedenen Vakuolen voneinander getrennt. Wie 
kompliziert die Zellkonfiguration eingerichtet sein kann, zeigt uns Fig. 4. 
Das Vakuom liegt hier in einer ganzlich unregelmafig zerteilten Form vor. 

Ein groBer Prozentsatz der Zellen zeigt hingegen den ahnlichen Zustand, 
wie er bei den Bliitenblattepidermiszellen auftritt — das typische Sta- 
dium IT (vgl. Fig. 1b und 6 in Tafel 2). 

Die Differenzierungserscheinungen der intakten Zelle treten schon sehr 
friih auf. Die Entwicklung der zukiinftigen kriimelfiihrenden Vakuole 
scheint hier ebenso wie beim Bliitenblatt eine sekundare zu sein. Die Diffus- 
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Tafel 4 
1 P. kewensis. Vitalfarbung mit Neutralrot (pH um 7.3): Fig. 1—7. 
gefarbten Zellen mit 1 mol. Glykose: Fig, 8—12. 
uole). Dunkelgraue Kriimel: tief rotviolett (sekundire Vakuole). 
inktiert: Chromoplasten. 
here Erklirung im Text. 
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farbung wird in spateren Entwicklungsstadien aufgehoben, so daf nur die 
intensiv tiefroten Kriimel vorliegen. Die Zelle in Fig. 1 oben stellt in dieser 
Hinsicht einen Ubergangszustand dar. 

Ahnlich wie beim Bliitenblatt kommen auch hier Zellen vor, die von 
ihrem jungen Zustand aus einfach auswachsen, ohne die fiir die meisten Zel- 
len eigentiimlichen totalmorphologischen Umgestaltungen durchzumachen. 
Diese Zellen kommen auch vereinzelt oder in Gruppen — die Inseln — vor, 
in deren Nahe die anschlieBenden Zellen auch Stadien jiingerer Entwick- 
lungshéhe gleichen. 

Wiahrend bei den Bliitenblattepidermiszellen die Reihenfolge der Zell- 
veranderungen in einen sehr kurzfristigen Ablauf gerafft ist, scheinen diese 
Vorgiange beim Laubblatt viel ausgedehnter zu sein. Wir kénnen den Bereich 
der Entwicklung bis zum véllig entwickelten Doppelvakuolenstadium 

Stadium II — als kennzeichnend fiir die unteren Epidermiszellen der 
normalen griinen Laubblatter auffassen. Weitere Veranderungen der Zelle, 
wie die ,.Perlenring“- Bildung, treten mit dem Vergilben der Blatter auf, 
sie sind also definitive Alterserscheinungen schon vollig entwickelter Zellen. 
Je nach dem forischreitenden Vergilbungsprozef ist die Perlenbildung 
intensiver. Es zeigen sich hier ahnliche Zustainde wie beim Bliitenblatt. 
Fig. 5 stellt einen Ubergangszustand dar, in dem das kriimelfiihrende 
Vakuom sehr deutlich ausgepragt ist, wihrend nur noch ein paar kleine 
Teile des diffus farbbaren Vakuoms, das schon weitgehend zugrunde gegan- 
gen ist. gefarbt werden. Das Plasma kommt anscheinend nur noch um die 
innere Vakuole — ..Perlenring™ — vor. etliche Chromoplasten'liegen ver- 
streut im Zellraum, der Plasmawandbelag ist abgestorben. In Fig.6 ist das 
typische Stadium III zu sehen, wo lediglich noch die kriimelspeichernde 
Vakuole gefarbt wird. Fig.7 zeigt das Endstadium einer der beschriebenen 
Variationstypen. Es farben sich hier nur die in den Zacken liegenden 
kriimelspeichernden Vakuolen an, in der Mitte der Zelle wird der gew6hn- 
lich diffus gefarbte Vakuolenteil nicht gefarbt. Diesen Zustand diirfte man 
als ein fortgeschrittenes Stadium einer Zelle, wie sie Fig.1 darstellt, auf- 
fassen. Ausnahmsweise bleibt bei diesen Zellen der Plasmawandbelag er- 
halten. Kennzeichnend fiir die Fallungen ist, daf® sie bei den .,Perlenring*- 
Zellen einen diinkleren Farbton aufweisen. Im II. Stadium sind sie tiefrot, 
im Perlenringzustand tiefviolett. 

Saugt man eine n/200 NH,-Lésung durch das Praparat, so werden die 
gleichen Vorgange beobachiet wie bei den Bliitenblattepidermiszellen. Das 
Neutralrot wird aus allen diffus gefarbten Zellteilen ausgewaschen, die 
Kriimel hingegen bleiben gefarbt. 

Die 1 mol. KNO,-Plasmolyse der mit Neutralrot vitalgefarbten Zellen 

Der Verlauf der Plasmolyse stimmt weitgehend mit dem beim Bliiten- 
blatt beobachteten iiberein. Die Plasmolyseerscheinungen sind bei diesen 


Zellen auch besonders deutlich von dem Entwicklungszustand der Zellen 
abhangig. 


Bei den Zellen III. Stadiums finden osmotische Verinderungen durch- 
weg in sehr geringem MaBe statt. Der Farbton der Fallungen erweist sich 
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als zuverlassiger Hinweis auf den zu erwartenden Grad der osmotischen 
Koniraktion noch lebender speicherungsfahiger Vakuolen bzw. Vakuolen- 
teile. Sind sie von tieferer violetter Farbe und fléckchenartiger Natur, 
kommt iiberhaupt keine Kontraktion vor. Das Plasma, also der ,,Perlen- 
ring”. kontrahiert bei diesen alten nekrotischen Stadien nicht. 

Bei ilteren Zellen II. Stadiums wird der ganze Protoplast gewéhnlich 
unregelmafig in Stiicke zerrissen (Fig.8). Jiingere Zellen zeigen ein mehr 
einheitliches Verhalten (Fig.9): Teile des Plasmas bleiben an einen oder 
mehrere Vakuolenteile angeschlossen. Bei noch jiingeren Zellen, wie z. B. 
Fig.2 und 3, plasmolysiert der ganze Protoplast und beide Vakuolen wer- 
den mitgezogen. Fig. 10 zeigt eine solche Zelle nach 20 Minuten. Sehr deut- 
lich zeigt es sich, daB, je nachdem eine starkere Diffusfarbung neben der 
Kriimelspeicherung derselben Vakuole vorliegt, die kriimelspeichernde 
Vakuole um so mehr osmotisch aktiv ist. 

Wie beim Bliitenblatt verhalten sich die .herangewachsenen Jugend- 
stadien™ abweichend, und zwar dem iiblich normalen Zelltypus mehr ahn- 
lich. Fig. 11 zeigt eine dieser Zellen nach 15 Minuten im Plasmolytikum. Bei 
alteren Stadien dieser Zellen, wie z. B. in einem vergilbten Blatt, tritt neben 
der Plasmolyse auch eine Tonoplastenplasmolyse zutage (Fig. 12). Bemer- 
kenswert ist, daf die kontrahierten Vakuolen ebenso impermeabel fiir das 
KNO, sind wie gewohnlich die ,.Perlenring*-Vakuolen alterer Zellen. Saugi 
man nach 4 Stunden destilliertes Wasser durch das Praparat. so kommt es 
zu einer schnellen ruckariigen Ausdehnung der Tonoplasien und gleich- 
zeitiger Kriimelbildung im Vakuoleninhalt (Fig.12a). Fig.12b zeigt das 
Platzen, die Kriimel flieBen aus. verlieren die violette Farbe, die bei der 
Dehnung entstanden ist, jedoch nicht. 


Vitalfarbung mit Akridinorange, Rhodamin B und Uranin 

Die Konzentration der Farblésungen und die Methode der Farbung sind 
die gleichen wie bei den Versuchen an Bliitenblattzellen. 

Die Farbungsversuche stimmen alle grundsatzlich sehr gut mit jenen an 
der Corollenepidermis angesiellten iiberein, und es soll hier nur angedeutet 
werden, inwieweit wesentliche Unterschiede festgestellt worden sind. Ein 
einleuchtender Zusammenhang und eine Verkniipfung der Differenzierungs- 
erscheinungen, wie sie mittels Lebendfarbung anschaulich gemacht wird, ist 
in erster Linie nicht so deutlich wie beim Bliitenblatt zu erfassen. (Auf den 
viel komplizierteren Aufbau dieser Zellen wurde schon hingewiesen — vgl. 
Neutralrotfarbung in Tafel 4.) Die vom Bliitenblatt abweichenden Erschei- 
nungen, die mit diesen Farbstoffen erzielt werden, stehen durchweg mit 
den im Falle Neutralrot hervorgehobenen Unterschieden im Einklang. 

Mit Akridinorange konnten auch etliche Beobachtungen iiber den Beginn 
der Differenzierung des sekundaéren Vakuoms (vgl. Tafel 3) durchgefiihrt 
werden. Es zeigt sich hier deutlich. daft der Anfang der Differenzierung in 
noch friihere Morphogenese des Laubblattes zuriickgreift, als dies beim 
Bliitenblatt der Fall ist. Wie bei den Bliitenblattzellen ist eine Auswaschung 
des Farbstoffes mit n/200 NH, auch hier nicht gelungen, obzwar eine stiar- 
kere Bleichung erzielt wurde. 
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Mit Uranin wurde bei den jungen, noch unentwickelten Zellen und gele- 
gentlich bei jiingeren Zellen II. Stadiums neben der Plasmafarbung auch 
eine Anfarbung des primaren Vakuoms beobachtet. Es ist hier auf die 
Arbeit von Collander (1921) hinzuweisen, der an verschiedenen Objek- 
ten die Beobachtung machte, da wachsende Zellen bevorzugt saure Farb- 
stoffe intravital zu speichern vermégen — vgl. auch Strugger (1938 a) 
mit Kaliumfluoreszein und Perner (1950) mit Brillantsulfoflavin FF bei 
jungen und wachsenden Helodea-Blattern. 

Die Plasmolyse der mit den hier genannten Farbstoffen gefarbten Zellen 
(1 mol. KNO, und 1 mol. Glykose) verlauft ahnlich wie bei den gleich be- 
handelten Bliitenblattepidermiszellen. Die Farbungsgradienten sind bei 
jeder Farbungsart unterschiedlich fiir den Grad der osmotischen Reaktion 
maBgebend. 


Diskussion 


Das Vorkommen einer Verschiedenartigkeit der in einer Zelle vereinigien 
Vakuolen ist seit den Untersuchungen von Went (1888) bekannt. Fiir die 
Bliitenblattepidermiszellen von Camellia japonica beschrieb er einen mit 
meinem Objekt vergleichbaren Zellaufbau: Erwachsene Zellen zeigen in der 
Mitte eine gerbstoffiihrende grofe Vakuole. die rot gefarbt ist und rund- 
herum farblose. gerbstofffreie kleinere Vakuolen, die er .adventive* Vakuo- 
len nannte. Zellen eines jungen farblosen Blattes zeigen noch den Unter- 
schied zwischen gerbstoffiihrenden und gerbstofffreien Vakuolen (bei den 
erstgenannten eine starkere Lichtbrechung), der bei den noch jiingeren Zel- 
len nicht mehr zu sehen ist. Neben Camellia japonica (vgl. auch die Unier- 
suchungen von Weber 1930a, b und Kiister 1932) beschreibt er das 
gleiche fiir Staubfadenzellen von Callistemon lanceolatum und erwahnt 
weiter. da diese Erscheinung eine bei Bliitenblattzellen weitverbreitete 
sei: Mangenot (1929) zeigte die gleiche Erscheinung bei einer Zahl 
Mimosaceen und sprach von .,vacuoles spécialisées* im Falle, da das 
Vakuom sich durch Tanningehalt, starkes Lichtbrechungsvermégen und 
charakteristische Vitalfarbbarkeit kennzeichnet. Qualitative Unterschiede 
zwischen den in einer Zelle vorkommenden Vakuolen fanden auch G uil- 
liermond (1931) und Guilliermond und Gautheret (1933) bei 
Bliiten- und Fruchtfleischzellen verschiedener Pflanzen (vgl. K itister 1951, 
S. 498). 

Deutlich ist. da es sich bei dem von mir untersuchten Objekt um einen 
ahnlichen Zellaufbau handelt. Bei den in der Literatur angegebenen Objek- 
ten kommt es im allgemeinen zur Entstehung und intensiven Entwicklung 
eines stark lichtbrechenden tanninhaltigen Vakuoms aus dem Embryonal- 
stadium. Uber diese Entstehung sagt W e nt, daft die urspriingliche Vakuole 
sich teilt und dann eine Differenzierung eintreten soll, wodurch der eine 
Zellsaft gerbstoffreich wird und der andere unverandert bleibt. Ein ahn- 
liches Verhalten darf jedoch fiir Primula kewensis nicht angenommen wer- 
denn, denn es ist hier sehr deutlich gezeigt worden, daB zwischen den bei- 
den Vakuolen oder Vakuolenteilen immer eine Plasmaschicht 


vorhanden ist (Uraninversuche). Eine Differenzierung des urspriing- 
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lichen Vakuoms im Sinne We nts scheint hier nicht in Betracht zu kommen, 
man diirfte eher auf eine ginzliche Neubildung des sekundiaren Vakuoms 
schlieBen. Irgend etwas Genaueres iiber diese Vorginge auszusagen, ist mir 
nicht gelungen. 

K iister (1956, S. 555) bringt das Auftreten eines zweifachen Vakuoms 
in Bliitenblattzellen in Zusammenhang mit gewissen Fallen von alters- 
bedingter Plasmaentmischung in vergianglichen Bliitenorganen, durch die ge- 
legentlich kleine Vakuolenblaschen entstehen kénnen. Diese Homologisie- 
rung kann kaum zutreffen. Wohl treten auch bei der Primula kewensis in 
alten, schon vollig entwickelten Zellen (d. h. in Zellen, bei denen beide 
Vakuolentypen ausgebildet sind, oder noch 6fter in solchen, bei denen die 
primaire Vakuole schon abgestorben ist) Entmischungsblaschen auf, die viel- 
leicht durch Koazervation bedingt sind. Ein solcher Vorgang kommt aber 
fiir die Bildung des sekundaren Vakuoms bei Primula kewensis nicht in 
Frage. Es ist zu betonen, da auch die normalen, gesunden Laubblattepider- 
miszellen denselben Zellaufbau besitzen; eine solche Plasmakonfiguration 
beschrankt sich also nicht lediglich auf ..vergangliche Bliitenorgane*. Man 
darf hier vielmehr zu der Ansicht neigen, daf wir es hier mit idiotypisch 
bestimmten Merkmalen zu tun haben, also, wie Hofler (1932 |55}]) 
betonte, ....daB wirkliche Organisationsmerkmale, protoplasmatische 
Eigenmerkmale, vorliegen und nicht bloB biologisch bedingte Anpassungs- 
momente . 

Wenn wir jetzt das Verfahren der Vitalfarbung und Plasmolyseversuche 
iiberblicken, so ist hervorzuheben, da der Entwicklungsablauf der Co- 
rollenepidermiszellen wahrend des Auf- und Abbliihens der Bliite in drei 
verschiedene Sorten aufgeteilt werden kann. Zunachst tritt als wichtigster 
der normale Entwicklungsablauf_ hervor, worunter das hier 
am meisten diskutierte, hochkomplizierte Zellgeschehen (Entstehung des 
zweiartigen Vakuoms, allmahliches Absterben der auBeren Plasmateile und 
.Perlenring*-Bildung) verstanden werden soll. Dieser Prozef tritt bei den 
meisten Zellen auf, die die gréRte Oberflache des Blattes und zwar in der 
Mitte dessen. ausbilden. Der zweite Prozef ist als ein morphogene- 
tisch gehemmter Entwicklungsablauf zu bezeichnen. Wah- 
rend bei der ersten Sorte die Zelle von dem jungen Zustand aus eine ganze 
Reihe von Veranderungen durchmacht, bleibt der jugendliche Zustand bei 
diesen Zellen relikt erhalten und andert sich nur unter schweren Alters- 
bedingungen, wobei die gleichen Erscheinungen des normalen Entwicklungs- 
ablaufes in sehr gedrangter, manchmal abweichender Weise zutage treten. 
Diese Zellen beschranken sich auf den Rand des Blattes, sind halb papillés 
entwickelt und gehen in die oberen Epidermiszellen iiber, mit denen sie 
eine Ahnlichkeit besitzen. Eine dritte Entwicklung stellen jene Zellen dar, 
die von dem jugendlichen Zustand, ohne eingreifende totalmorphologische 
Umgestaltungen oder Hemmung dieses Prozesses, gerade auswachsen und 
dem iiblichen. normalen Typus der Pflanzenzelle gleichen (die Zellwand ist 
dem normalen Entwicklungsablauf unterworfen, sie streckt sich und bildet 
Zacken, der Protoplast ist idioblastisch von den anderen abweichend ent- 
wickelt). Diese Zellen kommen oft in Gruppen vor (die Inseln) und kénnen 
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als ,.herangewachsene Jugendstadien* im Musterbild der verschiedenen dif- 
ferenzierten Zellen bezeichnet werden. 

Deutlich ist, da® der histogene Entwicklungsprozef der unieren Bliiten- 
epidermis durch bestimmte anatomisch-histologische Gradienten im Sinne 
von Prat (1948, 1951) — vgl. Reuter (1955) — bedingt wird. Die Glie- 
derung oder Zonierung der Blattepidermis ist hier in 
erster Linie eine rein morphologische, sie beruht auf 
der Gestalt der Zelle. 

AnlaBlich ihrer zusammenfassenden Darstellung der Ergebnisse der 
protoplasmatischen Pflanzenanatomie erwihnte Reuter (1955) die Ver- 
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Abb. 9. Diagrammatische Darstellung der Zonierung und Entwicklungsstadien 
gleicher Ausschnitte eines aufbliihenden Corollenblaites. 
A. B und C = verschiedene Altersstadien. 


suchsergebnisse verschiedener Autoren in bezug auf die physiologischen 
Gradienten. Die Plasmaeigenschaften der Zelle, wie etwa Viskositat, Per- 
meabilitat. osmotischer Wert, Verhalten Farbstoffen gegeniiber, Resistenz, 
Empfindlichkeit usw., stehen im Vordergrund bei der Unterscheidung und 
Kennzeichnung gewisser chemisch-physikalischer, physiologischer und ana- 
tomischer-histologischer Gradienten, die sich in der Differenzierung be- 
stimmter Pflanzenorgane, Gewebe oder Zellen aufern. Das Vorhandensein 
von gewissen Gradienten, die sich auf den Blattrand beschranken, ist bei 
einer Zahl von Objekien bekannt, wie u. a. auch der Absierbegradient 
(vgl. Esterak 1935 und Gicklhorn 1936 in Reuter, p. 112); die 
protoplasmatisch-anatomisch gut untersuchten Objekte der Moos- und 
Helodeablatier (vgl. Mnium rostratum Bieb| 1947 in Reuter, p. 98, 
und Helodea Drawert 1938 in Reuter, p. 108) zeigen deutlich morpho- 
logische Unterschiede der Blattrandzellen. Die Diagramme (Abb. 9) stellen 
die Differenzierung der Bliitenblattunterseite nach der zonierten morpho- 
logischen Gestalt der Zellen schematisch dar. Es sei erwahnt. daB bei einer 
solchen Gliederung der Bliitenblattepidermis auch noch die Haarzellen und 
Spalté6ffnungsschlieBzellen, die in morphologischer und physiologischer Hin- 
sicht charakteristisch sind, beriicksichtigt werden miissen. Die obere Epi- 
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dermis, die wegen praktischer Schwierigkeiten nicht eingehend untersucht 
wurde, scheint, in grofen Ziigen genommen, eine ziemlich einheitliche und 
eigene Stellung einzunehmen; mit den unteren Blattrandzellen zeigt sie 
eine groke Ahnlichkeit. 

Das Absterben der unteren Blatiepidermis erfolgt gleichlaufend mit der 
Potenz des normalen Entwicklungsprozesses, der in der Blattmitte einsetzt 
und sich allmahlich ausbreitet. Da diese Entwicklungspotenz, je weiter von 
der Blatimitte entfernt, um so mehr gehemmt wird, ist der Absterbe- 
gradient hier durch die Entstehung einer Uberdauerungszone am Rande 
des Blattes gekennzeichnet. Je naher die Zellen des I]. Stadiums den noch 
mehr ,latenten“ (im Sinne von Goebel 1902) jugendlichen Zellen be- 
nachbart sind, desto starker zeigen sie eine ,,Resistenz* gegen weitere 
Veranderung. Dasselbe gilt auch fiir die in der Nahe der Inseln vorkom- 
menden Zellen des IJ. Stadiums. Man kénnte hier auf einen vom jugend- 
lichen Zustand ausgehenden morphogenetischen Einflu® auf die Nachbar- 
zellen schlieBen, der je nach der Entfernung starker bis schwicher ausgeiibt 
wird. Im Sinne von Sinnott und Bloch (1945) kénnen wir diese Er- 
scheinungen als die Auswirkung eines ,,intercellular cytoplasmic pattern“ 
in der Differenzierung der Zellen auffassen, also ein Korrelationsfeld, in 
dem die Differenzierungsanlagen sich in Potenzen verschiedener Entwick- 
lungshéhe aufern. 

Was nun die Entwicklung der einzelnen Zelle anlangt, so sind die fol- 
genden Phinomene von besonderem Interesse: die Vitalfarbung mit dem 
Hellfeldfarbstoff Neutralrot und den basischen Fluorochromen zeigt in 
erster Linie die Entstehung von elektiv verschieden farbbaren Teilen des 
Protoplasten (Tabelle 2 stellt einen Vergleich zwischen dem Verhalten den 
verschiedenen Farbstoffen gegeniiber dar, in dem auch die wichtigsten 
Unterschiede bei der Plasmolyse angegeben sind). Das II. Stadium kénnte 
man in zwei weitere Unterstadien einteilen (A stellt den jiingeren und B 
den alteren Zustand dar. Ebenso ist das III. Stadium in drei Unterstadien 
verschiedenen Alters, C, D und E einzuteilen). 

Das erste auffallende Phanomen ist die Enistehung eines zweiartigen 
Vakuoms, die Vitalfarbung ist eine diffuse. Eine weitere ,,Differenzierung“ 
der Vakuolenkomponenten scheint gleichlaufend mit dem Altern aufzu- 
treten. Die Diffusfarbung wird gleichmaRig aufgehoben. Entmischung der 
gefarbten Phase in den primaren AuRenvakuolen tritt im Stadium IIB auf, 
sie fehlt aber in den jiingeren A-Stadien. Die Fallungen der sekundaren 
Vakuole werden immer deutlicher; die zumeist daneben vorhandene Diffus- 
farbung wird ab Stadium III D aufgehoben. Die Erscheinung einer stetig 
zunehmenden Neigung zur Phasentrennung gewisser Plasma- und Vakuolen- 
komponenten ist sehr auffallend beim Altern der Zelle (vgl. van der 
Merwe 1955). Man erkennt weiter, da die einzelnen Teile des beim AI- 
tern zerfallenden Protoplasten verschieden schnell zerstért werden. So 
werden die aiuReren Teile des Protoplasten, also die d4uReren Vakuolen und 
deren Plasmawandbelag, die allmahlich absterben, durch die innere Va- 
kuole und die innere Plasmaschicht iiberlebt. Nach dem Verhalten bei 
Vitalfarbung laRt sich im weiteren Ablauf des Alterungsprozesses auf das 
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Tabelle 2. 





Hellfeld 
Entwicklungs- |}——__ 
Neutralrot 


1 : 10.000 


stadium der 
Zelle 


Fluoreszenz 


Rhodamin B 
1: 10.000 


Akridinorange 
1 : 10.000 


Uranin 
1: 10.000 


Plasmolyse 
1 mol. Glykose 


(in Leitungsw.) | (in Leitungsw.) | (in Leitungsw.) | (Gepuff. pH 4,8) | 





I. Jugendstadium 
Plasma 


Vakuole orangerot 


Orangekérper | 


gelbleuchtend 


gelbgriin gelb 


stark griin 
leuchtend 


Konvexe End- 
plasmolyse (To- 
noplastenplasmo- 
lyse nur bei alten 
Randzellen) 





Stadium II 


Plasma 


* AuB. Vak. 
{ Innere Vak. 


orangerot 
rot 


| Fallungen tiefrot 


Plasma 


AuB. Vak. 
: nicht alle gef. 
j Innere Vak. 
| Fallungen | mehrere tiefrot 


violettrot 


licht orangerot | licht hellgriin 


do. 
gelbgriin gelb 
tiefgriin orange 


rot rot 


do. 


lichtgelb 


| nicht alle gef. 
lichtrot diffus | 


tiefgriin orange 


rot rot 


griin 
Chromopl. stark 
griin leuchtend 
selten griin 


schwach griin 
Chromopl. stark 


griin 


Konkave Plas- 
molyse. AuBere 
Vakuolen u. d. sie 
umgebende Plas- 
ma kontrahieren 
mit den inneren 
Teilen einheitlich 


Konkave Plas- 
molyse. AuBere 
Vakuole u. Plas- 
ma werden mei- 
stens abgerissen 
u. bleiben in den 
Zackenraumen 
hangen. Tonopla 
stenplasmolyse 
der inneren 
Vakuole 





Stadium III 


Plasma 


(AuB. Vak.) | (e 
lichtrot diffus 
haufig tiefrot- 


* { Innere Vak. 
| Fallungen 
violettrot 


Plasma 


; j Innere Vak. 


i] Fallungen violettrot 


Plasma 


E. 
{ Innere Vak. 


\ Fallungen violettrot 


(=) 


grin 


i=) 
orange 


rot rot 


schwach griin schwach orange 


rot rot 


| 


schwach griin | 
Chromopl. griin 
(=) 


unsichtbar 
Chromopl. griin 


unsichtbar 
Chromopl. rote 


| Eigenfluoreszenz | 


as 


a | 


Plasma u. Vakuo- 
le kontrahieren 
einheitlich, spa- 

ter tritt eine wei- 

tere Tonoplasten- 
plasmolyse auf 


| Konvexe Tono- 
plastenendplas- 
molyse. Das Plas- 
ma andert seine 
Lage nicht 


UnregelmaBige 
Tonoplastenplas- 
molyse, die Va- 
kuole in Stiicke 
zerteilt u. stark 
vakuolisiert 





Endstadium 
Plasma — 
Innere Vak. 


Fallungen 


rote Fléckchen | rote Fléckchen | rote Fléckchen 


Keine sichtbaren 
osmotischen Ver- 
anderungen 
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Uberdauern des Plasmas durch die Chromoplasien schliefen (Uranin- 
versuche). Am Ende bleibt die innere Vakuole als einzig iiberdauernder und 
osmotisch wirksamer Teil des Protoplasten iibrig. In plasmolysiertem Zu- 
stand zeigt diese Vakuole weiter eine Neigung zur schaumigen Entmischung, 
die je nach dem Alter der Zelle stairker ausgepragt ist. Man kénnte 
diese Erscheinung im Sinne Bungenberg de Jongs (1932, 1947) als 
eine Koazervation der Vakuolensubstanz auffassen (vgl. auch Cholnoky 
1953, van der Merwe 1955). 

Bei der unteren Laubblattepidermis findet man ahnliche Erscheinungen, 
zum Teil verschiedene Variationen auf den Typus Bliitenblatt. Das sekun- 
dire Vakuom, das sich hier entwickelt, zentriert sich nicht immer in der 
Mitte der Zelle, sondern verschiebt seine Lage oft in die Ecken oder Zacken, 
wodurch ein umgekehries Bild wie beim Typus Bliitenblattzelle zustande- 
kommt. Es diirfte auch méglich sein, daff die Verschmelzung der bei der 
Entstehung des sekundiren Vakuoms gesondert sich entwickelnden Teile 
unterbleibt, wodurch es zu einem offenbar unregelmafigen Aufbau mit sich 
gegenseitig um- und einschlieRenden primaren und sekundaren Teilen 
kommt. Das Absterben des primiren Vakuoms samt dem umgebenden 
Plasma geht hier genau so vor sich wie im Falle der Bliitenblattzellen. 
Degeneration des iibriggebliebenen und die sekundare Vakuole umgebenen 
Plasmas und Uberdauern desselben durch die allein noch osmotisch wirk- 
same sekundire Vakuole bilden hier wie beim Bliitenblatt den normalen 
altersbedingten Ablauf. Neben Zellen des [., II. und III. Stadiums im nor- 


malen Entwicklungsablauf kommen hier auch die ,herangewachsenen Ju- 
gendstadien“ vor. Eine kausale gesetzmafige Verkniipfung der Differen- 
zierungserscheinungen konnte hier nicht festgestellt werden. Es zeigt sich 
zwar, daft in der Nahe des Blattrandes mehr junge Stadien vorkommen, 
laBt aber keine Klarheit, ob beim Laubblatt ahnliche Gradienten wie beim 


Bliitenblatt auftreten. 


Zusammenfassung 

Es wurde fiir die Epidermiszellen der Bliiten- und Laubblattunterseite 
von Primula kerwensis ein Zellaufbau beschrieben, der eine besonders eigen- 
artige und von dem iiblichen normalen Bauplan der Zelle abweichende 
Protoplasmakonfiguration aufweist. In einer und derselben Zelle finden 
sich zwei Typen von Vakuolen, die qualitativ und ihrer Entwicklung nach 
verschieden sind. Die Morphogenese der Zellen wihrend des Enifaltens der 
Bliite und bei der Streckung des Laubblattes ist zeitlich betrachtet in drei 
Stadien des Entwicklungsgeschehens zusammenzufassen. 

Stadium I: Die jugendlichen Zellen besitzen nur eine Vakuole — die 
urspriingliche oder primare Vakuole. Noch sehr friih in der Entwicklung 
der Zelle kommt es zur Entstehung einer zweiten — einer sekundaéren — 
Vakuole. Wahrend das Plasma bei den jugendlichen Zellen nur als Wand- 
belag zu erkennen ist, nimmt es bei weiter entwickelten Zellen auch eine 
Stellung zwischen der in der Mitte der Zelle sich entwickelnden sekundaren 
Vakuole und der darum aufen liegenden primiaren Vakuole ein. Mit dem 
Wachstum und der Vergréferung andert sich auch die Form der Zelle in 
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eine ausgesprochen zackige. In diese Zacken hinein kommt das primire 
Vakuom zu liegen und wird demgemaf in eine Zahl kleinerer Vakuolen 
zerteilt, die jede nach aufen durch den Plasmawandbelag und nach innen 
durch die bei der Entwicklung der Zelle entstehende Plasmascheidungs- 
schicht zwischen innerer und auferen Vakuolen umgeben ist. 

Stadium II: Im I. Stadium sind die Plastiden von griingelbem Farb- 
ton und unregelmafig im Plasma verstreut. Im Laufe der Zellentwicklung 
(Stadium II) nehmen die Chromoplasten eine tiefgelbe Farbe an und sam- 
meln sich allmahlich mehr und mehr auf der inneren Plasmaschicht zwischen 
der starker entwickelten inneren Vakuole und den kleineren auferen Va- 
kuolen an. 

Obwohl nekrobiotische Erscheinungen bereits im II. Stadium zu er- 
kennen sind, vollzieht sich das Absterben in einem morphologisch un- 
verkennbaren III. Stadium des Entwicklungsgeschehens. Charakte- 
ristisch ist die sogenannte ,,Perlenbildung*, das ist die haufige Ansammlung 
der Chromoplasien in der die innere Vakuole umgebenden Plasmaschicht, 
wodurch ein perlenschnuriahnliches Bild zustande kommt. Die auferen pri- 
maren Vakuolen und der sie umgebende Plasmawandbelag sterben ab, so 
da nur die innere sekundire Vakuole und die sie wmgebende Plasma- 
schicht mit perlenschnurartig angehaiuften Chromoplasten in der Mitte der 
Zelle iibrigbleiben. 

Die Beobachtungen schlieBen sich an die friiheren und hiermit zu ver- 
gleichenden Verdéffentlichungen von Went (1888), Mangenot (1929), 
Weber (1930a), Weber (1930b), Guilliermond (1931), Kiister 
(1932) und Guilliermond und Gautheret (1933) an. In den 
Arbeiten dieser Autoren ist vor allem von einer qualitativen Verschieden- 
artigkeit der in einer Zelle vereinigten Vakuolen die Rede. Stellung wird 
gegen die Auffassung K iisters genommen, in der diese Erscheinung mit 
der Entmischung aliernder Zellen verganglicher Bliitenorgane in der 
pathologischen Zytogenese in Verbindung gebracht wird. Die so eigenartigen 
Baueigentiimlichkeiten dieser Zellen finden sich auch bei den Epidermis- 
zellen normaler Laubblatier, sollen also nicht als gelegentliche Abnormali- 
taten aufgefaft werden, sondern als typisch fiir die den Blattepidermen 
der P. kewensis eigenen Protoplasmamerkmale. Eine Verteilung und Dif- 
ferenzierung des urspriinglichen Vakuoms, wie dies von Went fiir das 
Zustandekommen der von ihm beobachteten Protoplasmakonfigurationen 
angenommen wird, kommt bei diesem Objekt nicht in Betracht. Fiir die 
Entstehung der sekundiren Vakuole muff vielmehr eine ganzliche Neu- 
bildung angenommen werden. 

Aus den Versuchsergebnissen sind folgende Daten zur zusammenfassen- 
den Charakterisierung des Entwicklungsgeschehens hervorzuheben: 

1. Die sekundire Vakuole zeichnet sich durch ein starkeres Licht- 
brechungsvermégen aus, das, je weiter die Entwicklung fortschreitet, um so 
ausgepragter zutage tritt. 

2. Ein stetig sich vermindernder osmotischer Wert ist fiir das Altern der 
Zelle kennzeichnend. Das osmotische Verhalten der sekundiaren Vakuole 
nekrotischer Protoplasten bleibt in mancher Hinsicht unklar. In hypo- und 
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hypertonischen Lésungen zeigen sich Erscheinungen, die mit einem nor- 
malen osmotischen Verhalten nicht in Einklang zu bringen sind. 

3. Durch die Vitalfarbeversuche mit den basischen Farbstoffen Neutral- 
rot, Akridinorange und dem elektroneutralen Rhodamin B wurde deutlich 
gezeigt, daR die auReren Vakuolen der Zelle des II. Stadiums (primiares 
Vakuom) auf die Vakuole der noch jugendlichen Zelle (urspriingliches Va- 
kuom) zuriickzufiihren sind. Die Art der Entstehung der sekundaren Va- 
kuole in den jung differenzierenden Zellen wurde durch die Vitalfarbe- 
versuche mit Akridinorange angedeuiet. 

4, Beide Vakuolentypen sind im Sinne von Héfler als .,voll* zu be- 
zeichnen, die sekundire Vakuole ist zum Unterschied besonders speicher- 
stoffhaltig. Eine allmahliche Zunahme von Speicherstoffen scheint gepaart 
mit der Entwicklung der sekundiren Vakuole aufzutreten. 

5. Die Art der Farbung mit dem Plasmafarbstoff Uranin und die Er- 
scheinungen bei Kombination der Rhodamin B- bzw. Uraninfarbung mit 
nachheriger Plasmolyse ergeben ferner einen deutlichen Hinweis auf die 
Lebensfahigkeit der unterschiedlich farbbaren Protoplastenbestandteile im 
Ablauf der Zellentwicklung und des Alterns. 

6. Neben der Wanderung und Lageverianderung, die die Plastiden im 
Ablauf der Zellentwicklung durchmachen, finden auch Verianderungen statt, 
die auf besondere Umgestaltungen im physikalisch-chemischen Aufbau hin- 
deuten. Mit dem Eintritt der Plasmolyse zeigen junge Chromoplasten die 
Tendenz miteinander zu verschmelzen und gréfere Klumpen zu bilden. 
Diese Tendenz wird mit zunehmendem Alter immer schwacher, wahrend 
eine Ausdiffusion der Karotinoidfarbstoffe wieder starker zutage tritt. 
Die Beobachtungen deuten auf eine mehr vitale Zellerscheinung hin, im 
Gegensatz zu den in den Arbeiten von Haberlandt (1876), Pono- 
marew (1914) und Lepeschkin (1926) aufgezeichneten Ergebnissen, 
wo es sich bei ahnlichen Erscheinungen um offensichtlich stark geschadigie 
Plastiden handelt. Die Auffassung Lepeschkins, in der die jungen 
Plastiden als fliissig, die alteren hingegen als gallertig fest angesehen wer- 
den, scheint zuzutreffen. 

7. Wenn die Bliitenblatizellen zusiatzlich einer kiinstlichen Alterung unter- 
zogen werden, das heifft wenn die Untersuchungen an schon fiir langere 
Zeit abgeschnittenen Bliiten durchgefiihrt werden, treten verschiedene Va- 
riationen von den normalen Verlauf der Alterungserscheinungen auf. Sie be- 
treffen vor allem jene Zellen, die sich noch in friiheren Entwicklungsstadien 
befinden und sich hierdurch abweichend weiter veraindern, so daf eine 
kausale Verkniipfung der protoplasmatischen Veranderungen schwierig zu 
erfassen ist. Die in der Literatur iiber Vitalfarbungen nekrotischer Zellen 
oft angegebene ,unregelmafige Buntfairbung” diirfte in diesem Vorgang 
eine Erklarung finden. 

Hinsichtlich der Gesamtentwicklung der Epidermiszellen auf der unte- 
ren Seite des Corollenblaites sei hervorgehoben, da neben dem oben zu- 
sammengefaten ProzeB des normalen Entwicklungsablaufes 
noch ein zweiter Prozef des Entwicklungsgeschehens — ein morpho- 
genetisch gehemmter Entwicklungsablauf — zu unter- 
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scheiden ist. Erstgenannter Entwicklungsablauf mit seinen aufeinander- 
folgenden I., II. und III. Stadien tritt bei den meisten Zellen auf, die die 
groRte Flache des Blattes, und zwar in der Mitte desselben, einnehmen. 
Der zweite Prozef} beschrankt sich auf den Rand des Blattes. Bei diesen 
Zellen bleibt der jugendliche Zustand erhalten, sie indern sich nur unter 
schweren Altersbedingungen, wobei die gleichen Erscheinungen wie beim 
normalen Entwicklungsablauf (I., If. und III. Stadium) in sehr gedrangter, 
manchmal abweichender Weise zutage treten. Die dufersten Randzellen 
stellen den maximalen Zustand der Hemmung dar. Das Absterben der 
unteren Blattepidermis erfolgt gleichlaufend mit der Potenz des normalen 
Entwicklungsprozesses, der in der Blattmitte einsetzt und sich allmiahlich 
ausbreitet. Da diese Entwicklungspotenz, je weiter von der Blattmitte ent- 
fernt, um so mehr gehemmt wird, ist der Absterbegradient hier durch die 
Entstehung einer Uberdauerungszone am Rand des Blattes gekennzeichnet. 

Noch eine dritte Entwicklung ist zu unterscheiden. Sie wird durch jene 
Zellen dargestellt, die von dem jugendlichen Zustand aus, ohne eingreifende 
totalmorphologische Umgestaltungen oder Hemmung eines solchen Vor- 
ganges, einfach ausgewachsen und in ihrer daufBeren Gestalt dem iiblich 
normalen Zelltypus gleichen — die Zellen besitzen jedoch nur die primire 
Vakuole. Diese ,herangewachsenen Jugendstadien* kom- 
men oft in Gruppen vor. An diese Zellen schlieRen sich jiingere Zellen des 
II. Stadiums an, die dann bei weiterer Entfernung ins III. Stadium iiber- 
gehen. 

Ein vom jugendlichen Zustand ausgehender morphogenetischer Einflui} 
auf die Nachbarzellen, der, je nach der Entfernung, starker bis schwacher 
ausgeiibt wird, zeigt sich also deuilich. Er ist im Sinne von Sinnot und 
Bloch (1945) als die Auswirkung eines ,,intercellular cytoplasmic pattern“ 
zu bezeichnen, also eines Korrelationsfeldes, in dem sich die Differenzie- 
rungsanlagen in Potenzen verschiedener Entwicklungshéhe auBern. Die 
histogenen Entwicklungsprozesse, die sich in der Corollenblattepidermis 
vorfinden, lassen anatomisch-histologische Gradienten (Prat 1948, 1951) 
erkennen, die in erster Linie auf der Gestalt der Zelle beruhen: Zonierungen 
nach der Vitalfarbung, dem osmotischen Verhalten usw. stimmen damit 
iiberein. 

Obwohl die Epidermiszellen der Laubblattunterseite einen ahnlichen 
Bauplan und einen ahnlichen Werdegang der Zellentwicklung zeigen, finden 
sich hier allerdings verschiedene Variationen auf den Zellaufbau der Bliiten- 
epidermis vor. Das Stadium II ist hier kein kurzfristiges, in der Zell- 
entwicklung rasch voriibergehendes Stadium, sondern das Stadium, in dem 
die Zelle am langsten verweilt, es ist also fiir den typischen Zellzustand 
reprasentativ. Das III. Stadium wird hier nur dann erreicht, wenn das Blatt 
zu vergilben anfangt, es stellt die Nekrobiose der Zelle dar. Ob beim Laub- 
blatt ahnliche anatomisch-histologische Gradienten auftreten wie beim 
Bliitenblatt, soll vorlaufig dahingestellt bleiben. 


Meinem hochverehrien Lehrer, Herrn Professor Dr. Karl H6fler, darf 
ich fiir die Anregung zu meiner Arbeit. sein standiges groBes Interesse so- 
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wie fiir seine vielen Ratschlage meinen vorziiglichen Dank aussprechen. 
Im besonderen wird Herrn Dozent Dr. Helmut Kinzel fiir seine Leitung 
und Beratung bei meinen Versuchen gedankt sowie Herrn Dr. Walter Ur] 
fiir die Aufnahme und Herstellung der Mikrophotos. 

Dem siidafrikanischen Landwirtschaftsministerium soll hiermit fiir das 
Erméglichen meines Studienaufenthaltes an der Wiener Universitat ge- 
dankt sein. 
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Nuclear Movement in an Injured Cell 


By 
G. T. A. Benda!” 
With 1 Textfigure 
(Received March 18, 1958) 


It has long been known that the nucleus of a plant cell may respond 
to mechanical injury by a reversible change in position. The response may 
follow the wounding of the cell itself [2] or of a neighboring cell [3]. The 
path taken by the nucleus may be a circular one [2] and the completion 
of movement may require less than an hour [2]. or many days [3]. If 
a neighboring cell is killed, the nucleus moves to the side closest to that 
cell [3]. I wish to illustrate that in a wounded cell, the nucleus may 
actually approach the site of the wound. 

The cell shown in Figure 1 is part of an epidermal hair of the leaf of 
Nicotiana langsdorffii Weinm. The cell was punctured near its more 
apical cross wall with a glass probe. The micromanipulation was _ per- 
formed under reflection optics in air [1]. The entire hair was excised 
within 5 minutes after wounding and was mounted on a slide in tap water 
for observation under phase contrast microscopy. When first observed 
there were only a few protoplasmic threads at the base of the cell and no 
protoplasmic streaming was visible. The wound repeatedly reopened 
losing cellular content into the water medium. The photograph 40 min. 
after wounding shows several of these droplets outside the cell clustered 
around the puncture. Later, protoplasmic streaming was resumed, and 
large amounts of cytoplasm accumulated near the wound. Protoplasmic 
threads traversed the vacuole again (129 min.). The nucleus then moved 
toward the wound (compare 52 and 230 min.) where active accumulation 
and movement of cytoplasm continued. Subsequently. the nucleus began 
to move away from the injured area (342 min.), and when the hair was 
reexamined afier a day, the nucleus had returned to the middle of the 
cell (24 hrs.). 


1 This work was done at the Virus Laboratory of the University of California 
at Berkeley and was aided by a grant from the Rockefeller Foundation. 

2 Present Address: Department of Biology. University of Notre Dame, Notre 
Dame, Indiana. 
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In cells presumably less severely damaged there may be no cessation 


of protoplasmic streaming following wounding. Again, nuclear motion 


249 24 hrs 
/ ! 
Fig. 14. Microphotographs of a wounded cell of an epidermal hair of Nicotiana 
langsdorffii. The pictures were taken at the intervals indicated after puncturing 
I 
the cell with a probe. The divisions of the scale indicate a distance of 0,01 mm. 
Zeiss-Opton phase contrast microscope, Leitz focaslide and Leica camera with 


Kodak Plus X film. 


toward the wound has not always been observed, although observation may 
have been discontinued prior to its onset. 
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The movement of the nucleus toward the wound illustrates Haberlandt’s 
dictum that the nucleus is near the site of maximum cellular activity. In 
its travels the nucleus may be carried passively by protoplasmic streaming: 
the outline of the moving nucleus is not that expected for amoeboid 
motion. If the motion be passive, it becomes a question how the nucleus 


may move at one time and remain stationary at another. 
I wish to thank Dr. Wendell M. Stanley for his interest and support, 
and Mrs. Gladys Perez-Mendez for her kind help. 
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Die Eigenfluoreszenz von Papaveraceen im Laufe 
der Entwicklung 


Von 


Ingeborg Réder 


Aus. dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 6 Textabbildungen 
(Kingegangen am 11. Marz 1958) 


Einleitung 


Die Fluoreszenzmikroskopie hat sich in den letzten 23 Jahren zu einem 
nicht mehr wegzudenkenden methodischen Hilfsmittel pflanzenanatomischer 
und -physiologischer Forschung entwickelt (Haitinger und Lins- 
bauer 1933, Haitinger 1935, 1938, Strugger 1935, 1940. Do ring 
1935, Hofler 1947 a, b, 1948 und viele andere). 

Bedient man sich zur Lésung physiologischer Fragen vor allem der 
I luorochromierungstechnik, das hei®t der Behandlung der Sdhnitte nach 
Art einer Vitalfarbung mit verdiinnten Lésungen von stark fluoreszieren- 
den Stoffen, die histologisch unterschiedliche Gewebe oder einzelne Teile 
ciner Zelle im UV-Mikroskop verschieden aufleuchten und die Farbstoff- 
speicherung in Membran, Plasma oder Zellsaft direkt beobachten lassen. 
so geniigt fiir anatomische Untersuchungen vielfach die Beobachtung der 
natiirlichen Eigenfluoreszenz (Primarfluoreszenz). Ein ungefarbter Stengel- 
querschnitt leuchtet im ultravioletten Licht in verschiedenen Farben auf 
und JaBt ohne jeden farberischen Eingriff anatomische Differenzierungen 
erkennen, laBt cutinisierte und verholzte Zellwande von reinen Zellulose- 
membranen unterscheiden und verschiedene, im Zellsaft geléste Stoffe. wie 
etwa Glykoside. Alkaloide oder besonders geartete Inhaliskérper und Idio- 
blasten lokal im Gewebe nachweisen (Klein und Linser 1930, 1932, 
Kichler 1934, Luhan 1947, Wimmer 1948, Toth-Ziegler 1952, 
Kisser und Wittmann 1951 u.a.). 

Manche organischen Stoffe zeigen besonders starke und charakteristische 
Eigenfluoreszenz. so daft man diese auch zu ihrem Nachweis verwenden 
kann (Dhéré 1933). Chase und Pratt (1949) versuchten. nach der 
Fluoreszenz pulverisierter Pflanzenteile sogar einen Bestimmungsschliissel 
fiir Drogen auszuarbeiten, wobei die Pulver vor der Beobachtung mit drei- 
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crlei Reagenzien versetzt werden (1. Nitrozellulose in Amylazetat, 
2. 1 n-methylalkoholische Natronlauge und nachfolgende Behandlung mit 
Nitrozelluloselésung, 3. 1n-methylalkoholische Natronlauge allein). Wo 
diese Art der Bestimmung nicht ausreichte, wurden alkoholische Ausziige 
der Drogen verwendet und diese ebenfalls mit verschiedenen Reagenzien 
versetzt (1. gesattigte waBrige Silbernitratlésung, 2. 0.1 n waBrige Natron- 
lauge, 3. 3%ige waBrige Sublimatlésung). 

Da die von den Autoren beschriebenen Farbinderungen nicht immer 
reproduzierbar in Erscheinung traten, lag der Gedanke nahe, daB diese 
Unierschiede weitgehend durch das Alter. die Lagerung und vielleicht auch 
durch verschiedene Herkunft der Drogen bedingt werden. 

In einer kleinen Vorarbeit wurden Drogenausziige verschiedener Pflan- 
zen mit fluoreszenzfreiem Alkohol (hergestellt nach den Angaben H ait in- 
gers) bereitet und auf ihr Fluoreszenzverhaliten gepriift. Bevorzugt wur- 
den dabei alkaloidhiltige oder milchsaftfiihrende Pflanzengruppen oder 
solche, die, wie z. B. die Primulaceen, Stoffe enthalten. deren Fluoreszenz 
bekannt ist. Von den Drogen, deren Ausziige intensiv fluoreszierten, wur- 
den dann frische Pflanzen auf ihre Primiarfluoreszenz untersucht. SchlieB- 
lich wurde die durch besonders gute Eigenfluoreszenz ausgezeichnete Fa- 
milie der Papaveraceen herausgegriffen und an den erreichbaren Arten der 
drei Unterfamilien Hypecoideae, Papaveroideae und Fumarioideae die 
Primarfluoreszenz vom Samen bis zur absterbenden Pflanze untersucht. 


Methodik und Versuchspflanzen 

Die Beobachtungen werden mit dem von der Firma Reichert herge- 
stellten Fluoreszenzmikroskop der Type .Lux UV* gemacht. 

Von Samen (Réder 1958), Stengeln und Wurzeln wurden Schnitte mit 
der Hand oder mit dem Mikrotom angefertigt und unmittelbar danach in 
destilliertem Wasser unter dem Mikroskop beobachtet. Versuchsweise wurde 
auch Glyzerin als Einbettungsmittel verwendet. doch bot dies gegeniiber 
Wasser keinerlei Vorteile. Daher wurde spaterhin nur dann Glyzerin zu- 
gesetzt, wenn das Praparat einige Stunden aufgehoben werden sollte. Bei 
Stengel- und Wurzelschnitten war es oft nétig. sie in destilliertem Wasser 
zu waschen und zu entliiften, um den austretenden Milchsaft, der die Beob- 
achtungen stérte, zu entfernen. Von den auBerordentlich zarten Keimlingen 
wurden die Schnitte durchwegs mit der Hand angefertigt, da die Pflanz- 
chen beim Einbetten in Holundermark oder Kork fast immer beschadigt 
wurden und eine Einbettung in wachsartige Substanzen die urspriingliche 
Fluoreszenz gestért hatte. 

Alle Versuche. Dauerpraparate herzustellen. versagten: die Fluoreszenz 
iinderte sich bereits nach wenigen Tagen, manchmal auch schon nach Siun- 
den. Besonders auffallend war dies bei Stengelquerschnitten von Dicrano- 
stigma Franchetianum, wo eine Fluoreszenzainderung schon wahrend der 
Beobachiung eintrat. 

Die frischen Pflanzen stammten zum groBten Teil aus dem Botanischen 
Garten in Wien oder wurden — soweit es sich um wild wachsende Pflanzen 
handelt — in der Umgebung Wiens gesammelt. 
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I. Eigenfluoreszenz der Keimlinge 


Die Fluoreszenz der Papaveraceen andert sich im Lauf der Entwicklung 
und es ist daher schwer, die Fluoreszenz verschiedener Verireter dieser 
Familie miteinander zu vergleichen, wenn nicht vollkommen gleiche Ent- 
wicklungs- oder Altersstadien vorliegen. Diese Voraussetzung ist weitgehend 
beim Vergleich der Keimlinge gegeben. 

Als Vorversuch wurden verschiedene Samen unter verschiedenen Bedin- 


gungen keimen gelassen, um fest- 
zustellen, welche Art fiir die Unter- 
suchung am zweckmaBigsten wire. 
Folgende Méglichkeiten wurden ver- 
sucht: 1. Keimung in mit destillier- 
tem Wasser befeuchteten Keimrollen 
im Dunkeln, 2. in mit destilliertem 
Wasser befeuchteten Keimrollen im 
Licht, 3. in mit Leitungswasser be- 
feuchteten Keimrollen im Dunkeln, 
4. in mit Leitungswasser befeuch- 
teten Keimrollen im Licht, 5. in mit 
Nahrlésung befeuchteten Keimrollen 
im Dunkeln, 6. in mit Nahrlésung 
befeuchteten Licht 
und 7. 

Am bewahrten sich zur 
Untersuchung die in destilliertem 
Wasser im Dunkeln  gezogenen 
Keimlinge, da sie praktisch chloro- 
phyllfrei waren und eine Stérung 
durch die Fluoreszenz des 
Chlorophylls wegfiel. Da zwischen 
den in Leitungswasser, Nahrlésung 
und Erde gezogenen Keimlingen fast 
kein Unterschied festzustellen war. 
wurde ein Teil der Samen in Erde 
eingesetzt, um den etiolierten Keim- 
lingen die unter méglichst natiir- 
lichen Bedingungen gezogenen gegen- 
iiberstellen zu 


Keimrollen im 
in Erde im Licht. 
besten 


rote 


kénnen. Von den 
vorhandenen Samen konnten jedoch 
Bedingungen zum Keimen gebracht 

Es folgt nun eine Beschreibung 








Abb. 1. Chelidonium majus, Keimling, 
4mm, Eigenfluoreszenz. 1 blaulichgriin: 
2 leuchtend fahl leuchtend: 
4 griinlichgrau bis gelblich; 5 braune 
Flecken; 6 blau; 7 leuchtend blau: 
8 fahl leuchtend; 9 leuchtend blaue Flek- 
ken; 10 goldbraun, nach unten zu gelb- 
licher, ocker; 11 blaulich; 12 griingelb; 
13 gelblich; 14 grau mit gelblichem 
Stich; 15 leuchtend gelb. Zellen gut zu 
sehen. 


gelb; 3 


nicht alle Arten unter den gegebenen 
werden. 


von Entwicklung und Fluoreszenzver- 


halten der unter den verschiedenen Bedingungen gezogenen Keimlinge. 


1. Chelidonium majus 


a) Keimlinge, in einer mit destilliertem Wasser befeuchteten Keimrolle 


im Dunkeln gezogen. 


Von den am 13. Januar in die Keimrolle gelegien Samen keimien die 
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ersten am 2. Februar. Bei den erst im Februar angesetzten Keimrollen 
keimten einzelne Samen bereits nach 14 Tagen. 

Die im folgenden beschriebenen Beobachtungen wurden bei den jiingsten 
Keimlingen in Abstinden von einem, spiter von zwei, dann drei bis sechs 
Tagen gemacht. 

In den allerjiingsten Entwicklungsstadien war nur schwache I luoreszenz 
zu sehen. Die gerade herauskommende Radicula fluoresziert blaugrau, das 
Endosperm tiirkis mit braunen Flecken, die noch anhaftende Samenschale 
fluoresziert nicht. 

Eine ca. tmm lange Radicula fluoreszierte blau und war von einem 
orangefarbenen Strang durchzogen, die Wurzelspitze fluoreszierte leuch- 
tend gelb, Endosperm und Embryo wie bei dem vorhergehenden Sta- 
dium. 

Ein im ganzen ca. 4mm grofer Keimling. bei dem die Samenschale ent- 
fernt wurde, zeigt die in Abbildung 1 beschriebene Fluoreszenz. 

Ein etwas ilteres Stadium (Gesamtlinge 8—10mm) beschreibt Abbil- 
dung 2. Besonders auffallend ist hier die intensive Fluoreszenz am Uber- 
gang vom Hypocotyl zur Radicula, die auch bei anderen Keimlingen be- 
obachtet wurde, sowie an der Kriimmung des Hypocotyls. 

In Abbildung 3 ist ein 12—15mm langer Keimling in seinem Fluores- 
zenzverhalten dargestellt. 

Altere. 20, 50. 70mm lange Keimlinge zeigen keine wesentlichen Unter- 
schiede gegeniiber den 12 mm langen. Sie sind stark etioliert. werden fleckig 
und gehen ein. 

Auf Langsschnitten durch die Keimlinge sind gelbe GefaBe und orange- 
farbene Milchréhren, die zusammen beim Betrachten der unzerschnittenen 
Pflanze den orangefarbenen Strang in der Mitte ergeben, gut zu sehen. Das 
sie umgebende Gewebe fluoresziert kaum. Nur nach Plasmolyse mit 0.8 mol 
Traubenzuckerlésung oder 0.8 mol KNO,-Lésung sind auch im Rinden- 
parenchym fluoreszierende Protoplaste zu beobachten. Die Zellwande heben 
sich gerade noch sichibar ab. 

Die Gruppen blau fluoreszierender Punkte und die intensiv blauen 
Stellen werden durch Plasmolyse nicht verandert. sie diirften in der Zell- 
wand liegen. 

In Schnitten durch die Kotyledonen sind blaue Einlagerungen in den 
Zellwianden stellenweise deutlich zu sehen. 

b) Keimlinge. in einer mit Nahrlésung befeuchteten Keimrolle im Licht 
gezogen. 

Diese Keimlinge unterscheiden sich im Anfangsstadium kaum von den 
in destilliertem Wasser im Dunkeln gezogenen. Spiter kommt es hier zur 
Bildung von Nebenwurzeln, die sich jedoch. was die Fluoreszenz anbelangt. 
von der jungen Hauptwurzel nicht unterscheiden. 

c) Keimlinge. in Erde im Licht gezogen. 

Bei diesen Keimlingen war keine leuchtend gelb fluoreszierende Wurzel- 
spitze zu sehen. Im iibrigen gleichen auch sie weitgehend den in destillier- 
tem Wasser im Dunkeln gezogenen Keimlingen. 


Ein Schnitt durch die gelb fluoreszierende Zone am Ubergang vom 
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Hypocotyl zur Wurzel zeigte deutlich, da hier die gelbe Fluoreszenz im 
Zellinhalt lokalisiert ist. 
2. Argemone mexicana 


a) Keimlinge, in einer mit destilliertem Wasser befeuchteten Keimrolle 
im Dunkeln gezogen. 


Von den am 13. Januar in die Keimrolle gelegten Samen keimten die 





Abb. 2. 


Abb. 2. Chelidonium majus, Keimling, 8—10 mm, Eigenfluoreszenz. 1 gelbe Adern; 
2 gelber Fleck; 3 Rand griinblau, der ockerfarbene Strang verschwimmt damit, die 
Kotyledonen fluoreszieren in dieser braunlich-griinlichen Mischfarbe; 4 Strang 
ocker; 5 Rand tiirkis; 6 Strang orange, geht nach oben allmahlich in Ocker iiber; 
7 Rand leuchtend hellblau, geht nach oben in Tiirkis iiber; 8 leuchtend hellblau; 
9 Wurzelhaare; 10 Strang immer breiter, braunorange, Zellwainde dunkelbraun; 
11 leuchtend blaue Flecken. Die zahlreichen Wurzelhaare fluoreszieren gelblichgrau; 
12 von hier nach oben wird der Strang deutlich, intensive Fluoreszenz, plétzlicher 
Ubergang; 13 Strang beginnend, orange; 14 intensiv leuchtende Zellen, besonders 
am Rand und bei hoher Einstellung; 15 Spitze rétlichgelb. 
Abb. 3. Chelidonium majus, Keimling, 12—15mm, Eigenfluoreszenz. 1 Rand 
der Kotyledonen leuchtend blau, Mitte gelblichgrau, Nerven ocker: 2 von 
hier aufwarts Rand blau, Nerven ocker; 3 Strang geht allmahlich in Gelb und 
Ocker iiber; 4 leuchtend blau; 5 Wurzelhaare; 6 Rand graublau bis gelblichgrau 
und griinlich; 7 feiner, leuchtend blauer Sirich; 8 von hier aufwarts Rand gelb- 
griin; 9 breiter, goldbrauner Strang; 10 quergestellte, gelbbraune Zone; 11 feiner, 
gelbbrauner Strang; 12 Wurzelspitze und Wurzelhaube leuchtend gelb. 
Protoplasma, Bd. L/3 32 
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ersten am 26. Januar. Die Fluoreszenz der Keimlinge war nur gering, die 
Radicula fluoreszierte blaulichgrau, am Rand und an der Wurzelspitze 
etwas starker blau, das Endosperm blaugrau mit braunen Flecken. 

Bei etwas gréReren Keimlingen war ein leicht gelblich fluoreszierender 
GefaRstrang zu erkennen. 

Nach ca. 10 Tagen waren die Pflanzen durchschnittlich 4,5 cm lang und 
fluoreszierten im allgemeinen blaulichgrau, nur an der Kriimmung des 
Hypocotyls starker blau. Im Hypocotyl waren zahlreiche, grell blau fluores- 
zierende Punkte zu sehen, die auf Langsschnitten noch stirker hervortraten, 
im gewohnlichen Licht aber nur als kleine, wenig auffallende Kérnchen zu 
erkennen waren. Die Gefafe fluoreszierten zitronengelb. 

b) Keimlinge, in Erde im Licht gezogen. 

Diese Keimlinge glichen im allgemeinen den in destilliertem Wasser im 
Dunkeln gezogenen, doch 
waren hier keine blauen 
Punkte im Hypocotyl fest- 
zustellen, 


3. Argemone Hunemannii 
a) Keimlinge, in einer 
mit destilliertem Wasser be- 


Abb. 4. Argemone Hunemannii, Hypokotyl lings. ‘ age ‘ 
feuchteten Keimrolle im 


plasmolysiert in 0.8 Traubenzucker, blau fluores- 
zierende Punkte an der Membran. Dunkeln gezogen. 

Von den am 13. Januar 
in die Keimrolle gelegien Samen keimten die ersten am 28. Januar. Sie gli- 
chen, was ihre Fluoreszenz anlangt, denen von Argemone mexicana. Auch 
hier wurden grellblau fluoreszierende Punkte im Hypocotyl beobachtet. 
Auf Langsschnitten war zu sehen, daf diese stellenweise den Zellwanden 
folgten. Im gewoéhnlichen Licht waren sie nur als kleine Kérnchen zu erken- 
nen. Die Zellwande fluoreszierten nicht oder — an einigen Stellen — nur so 
schwach, dafi man sie gerade wahrnehmen konnte. Nach Plasmolyse mit 
90.8 mol Traubenzuckerlésung blieb die Lage der grellblau fluoreszierenden 
Punkte unverindert, die Protoplasten fluoreszierten nicht (Abb. 4). 

b) Keimlinge. in Erde im Licht gezogen. 

Bei diesen Keimlingen war eine fahlgelblich fluoreszierende Wurzel- 
spitze und ein gelblich fluoreszierender Gefafstrang festzustellen, im Hypo- 
cotyl waren einige der grell fluoreszierenden blauen Punkte zu sehen, aber 
nicht so viele wie bei den in destilliertem Wasser im Dunkeln gezogenen. 
4, Dicranostigma Franchetianum 

a) Keimlinge, in einer mit destilliertem Wasser befeuchteten Keimrolle 
im Dunkeln gezogen. 

Von den am 13. Januar in die Keimrolle gelegten Samen keimten die 
ersten am 22. Januar. Die Radicula fluoreszierte nur schwach blaulicherau, 
ebenso das Nahrgewebe. 


Ein vier Tage alter, 3mm langer Keimling zeigte einen orange fluores- 
zierenden Gefafstrang in der Radicula, das diesen umgebende Gewebe 
fluoreszierte nur schwach grau, gegen die Wurzelspitze zu etwas starker, 
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diese selbst und die Wurzelhaube fluoreszierten gelborange. Vereinzelt 
waren grell blau fluoreszierende Punkte unregelmafig verteilt in der gan- 


zen Pflanze zu sehen. 


Bei einem sieben Tage alien Keimling fluoreszierte der Gefafstrang in 
der Wurzel mehr orange, im Hypocoty! gelblich, sonst war gegeniiber dem 


vier Tage alten Keimling keine Anderung 
festzustellen. 

b) Keimlinge, in Erde im Licht gezogen. 

Die Wurzeln dieser Keimlinge waren 
wesentlich kiirzer als die der in destilliertem 
Wasser im Dunkeln gezogenen Pflanzen. 
Die GefaBe fluoreszierten intensiv gelb. 
Sonst war kein Unterschied in der Fluo- 
reszenz zu sehen. 

5. Glaucium flavum 

a) Keimlinge, in einer mit destilliertem 
Wasser befeuchteten Keimrolle im Dunkeln 
gezogen. 

Von den am 13. Januar in die Keimrolle 
gelegten Samen keimten die ersten am 
22. Januar. Zuerst fluoresziert die Radicula 
nur schwach grau. Am nachsten Tag ist sie 
ca. 1mm lang und fluoresziert blaulich, die 
Spitze rétlichorange. 

Ein ca. 3 mm langer Keimling fluoresziert 
blaulichgrau, gegen die Spitze zu starker 
blau, die Wurzelspitze und die Wurzelhaube 
gelb, der Ubergang von der Wurzel zum 
Hypocotyl intensiv gelborange. der Gefaf- 
strang etwas schwiacher orange. Im Hypo- 
cotyl waren vereinzelt grellblau fluoreszie- 
rende Punkte zu sehen, in der Wurzel be- 
sonders im unteren Teil, sehr viele kleine, 
erelltiirkis fluoreszierende Punkte (Abb. 5). 

Diese tiirkis fluoreszierenden Punkte in 
der Wurzel waren im gewohnlichen Licht 
auch im Langsschnitt nur schlecht zu sehen, 
die blauen Punkte im Hypocotyl waren im 
gewohnlichen Licht als kleine Koérnchen zu 
erkennen. Bei Plasmolyse lagen sie nicht im 
Protoplasten, sondern in der Zellwand oder 
dieser anhaftend. 

Langsschnitte durch die gelb fluoreszie- 


3 

















Abb.5. Glaucium flavum, Keim. 
ling, 3mm, Eigenfluoreszenz. 
1 fluoresziert nicht; 2 tiirkis 
mit braunen Flecken; 3 Rand 
leuchtend hellblau, Mitte mehr 
graublau; 4 orange; 5 leuch- 
tend gelb: 6 Wurzelhaare; 
7 tiirkisfarbene Punkte; 8 grau; 
9 Rand ocker; 10 blaulich: 
11 Wurzelspitze und Wurzel- 
haube briunlichgelb. 


rende Zone am Ubergang vom Hypocotyl in die Wurzel zeigten, da hier 
die Fluoreszenz durch den Zellinhalt bedingt ist. Nach Plasmolyse mit 
0.8 mol KNO,-Lésung waren die fluoreszierenden Protoplasten gut zu sehen. 
sie waren in dem im unzerschnittenen Zustand gelb fluoreszierenden Teil 


32* 
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orangegelb, in dem vorher nicht erkennbar fluoreszierenden Teil bla- 
grau. 

b) Keimlinge, in Erde im Licht gezogen. 

Diese Keimlinge glichen weitgehend den in destilliertem Wasser im 
Dunkeln gezogenen, doch sind auch hier sowohl die blau als auch die tiirkis 
fluoreszierenden Punkte nur in sehr geringer Zahl vorhanden. 

6. Papaver orientale 

a) Keimlinge, in einer mit destilliertem Wasser befeuchteten Keimrolle 
im Dunkeln gezogen. 

Die am 13. Januar in die Keimrolle gelegten Samen begannen am 
19. Januar zu keimen. Die Fluoreszenz dieser Keimlinge war nur schwach 
blaulichgrau. Bei wenig alteren Keimlingen (3—6 Tage alt) fluoreszierie 
der Ubergang zwischen Hypocotyl und Radicula leicht gelblich, der GefaB- 
strang gelblichgrau. 

b) Keimlinge, in Erde im Licht gezogen. 

Die unter diesen Bedingungen gezogenen Keimlinge glichen denen. die 
in destilliertem Wasser im Dunkeln gezogen wurden. 

7. Papaver rhoeas 

a) Keimlinge, in einer mit destilliertem Wasser befeuchteten Keimrolle 
im Dunkeln gezogen. 

Die am 13. Januar in die Keimrolle gelegten Samen keimten bereits am 
16. Januar. Sie glichen in ihrer Fluoreszenz im wesentlichen denen von 
Papaver orientale. 


Zusammenfassung des Abschnittes I 


Vergleicht man das Fluoreszenzverhalten der untersuchten Keimlinge, 
so ergeben sich folgende Gemeinsamkeiten: 

Die kleinen Zellen der ganz jungen Radicula fluoreszieren nur sehr 
schwach, meist grau oder blaulich. Bereits nach wenigen Tagen sind die 
fast immer gelb fluoreszierenden Gefafe als Strange in der Mitte der Radi- 
cula zu sehen. Besonders intensiv ist dann meist die Fluoreszenz der 
Wurzelspitze sowie des Uberganges von der Wurzel zum Hypocotyl, der 
Kriimmung des Hypocotyls und an ganz kleinen Keimlingen auch der Zone 
zwischen Radicula und Nahrgewebe. 

An etwa 10—15 mm langen Keimlingen von Chelidonium majus konnten 
erstmals im Verlauf ihrer Entwicklung deutlich nebeneinander gelb fluores- 
zierende Gefafe und leuchtend orangerote Milchsaftréhren unterschieden 
werden. 

An Glaucium flavum konnte an einem Langsschnitt durch den oberen 
Teil des Hypocotyls nach Plasmolyse besonders deutlich der Ubergang von 
Zellen mit gelb fluoreszierendem zu solchen mit blaulich fluoreszierendem 
Inhalt beobachiet werden. 

Auffallend ist das Auftreten der grell blau fluoreszierenden Punkte bei 
den in destilliertem Wasser gezogenen Pflanzen. Sie miissen in oder an den 
Membranen lokalisiert sein. da sie bei Plasmolyse ihre Lage nicht ver- 
iindern. Diese blau fluoreszierenden Einlagerungen sind in den in Erde 
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gezogenen Keimlingen nicht oder nur in geringer Zahl zu finden. Es diirften 
daher die in destilliertem Wasser gegebenen Kulturbedingungen ihrem 
Entstehen foérderlich sein. 


Il. Anderung der Eigenfluoreszenz wahrend der Entwicklung 


Wihrend es bei den Keimlingen noch méglich war, gleiche oder wenig- 
stens sehr ahnliche Alters- und Entwicklungsstadien verschiedener Arten 
miteinander zu vergleichen, so ist dies bei den alteren Pflanzen nicht mehr 
so leicht durchfiihrbar, da sie bei verschiedener Lebensdauer ihre Entwick- 
lung verschieden schnell durchlaufen und durch ihr Wachstum in verschie- 
denen Jahreszeiten auch verschiedenen Umweltsbedingungen ausgesetzt 
sind, 

Die Beobachtungen an 21 verschiedenen Papaveraceen-Arten erstreckten 
sich iiber zwei Jahre. An jeder einzelnen Art wurde im Lauf zweier Vege- 
tationsperioden das Auftreten und die Anderung der Eigenfluoreszenz in 
regelmaRigen Abstanden untersucht. 

Obwohl dufere Einfliisse, wie etwa das Wetter und die dadurch be- 
dingte Férderung oder Hemmung des Wachstums, gewisse Unterschiede in 
der Eigenfluoreszenz hervorrufen kénnen und auch Unterschiede zwischen 
sehr kraftigen und kiimmerlichen Pflanzen festzustellen sind, laRt sich im 
allgemeinen in der Ausbildung und Anderung der Eigenfluoreszenz im 
Verlaufe der Entwicklung doch eine einheitliche Linie erkennen. In der 
folgenden Darstellung sind die Beobachtungen der beiden Jahre, die gut 
miteinander iibereinstimmen und sich erganzen, zusammengezogen, 

Die Fluoreszenz der Wurzeln ist zwar sehr intensiv, doch sind keine 
wesentlichen oder charakteristischen Farbanderungen festzustellen. Daher 
wurde sie im folgenden nur kurz beschrieben. Das Hauptaugenmerk der 
Beobachtungen richtete sich auf die Fluoreszenzverhaltnisse im Stengel. 
Blatter, Bliiten und Friichte wurden nicht untersucht. 

Als Beispiel fiir besonders schéne und deutliche Anderungen der Eigen- 
fluoreszenz im Stengel soll Argemone Hunemannii ausfiihrlich beschrieben 
werden. Fiir die iibrigen 20 Versuchspflanzen wird die ausfiihrliche Dar- 
stellung durch kurze Zusammenfassungen ersetzt. 

1. Argemone Hunemannii 

19. Juni 1953: 

Die Pflanzen haben bisher nur Blattrosetten und keine langeren Triebe 
entwickelt. 

Wurzel quer: Die Epidermis und die auferen 1—2 Zellreihen 
fluoreszieren kaum, nur leicht dunkelbraun, alle anderen Zellwande fluores- 
zieren intensiv gelb, besonders die Wande der GefaBe. Im auReren Teil 
der Wurzel sind vereinzelt blau fluoreszierende Punkte zu sehen. 

Querschnittdurchdenunteren Teil der Blattrosette: 
Alle Zellwinde fluoreszieren gelb, die Gefafe besonders intensiv. 

Fin Langsschnitt durch den unteren Teil der Blattrosette und den 
oberen Teil der Wurzel entspricht den Querschnitten. Wo sich das zentrale 
GefaRbiindel der Wurzel beim Ubergang in den Sprof gabelt, sind beson- 
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ders viele blaue Punkte zu sehen, daneben aber auch schwacher fluores- 
zierende gréfere blaue Stellen, die jedoch nicht genau zu erkennen sind. 
Nach Plasmolyse mit 1 mol KNO,-Lésung ist kein fluoreszierender 
Zellinhalt zu sehen, die Milchsaftschliuche mit gelbem, geronnenem Milch- 
saft heben sich aber jetzt besonders gut von ihrer Umgebung ab. 

Der ausgeprefie Milchsaft der frischen Pflanze fluoresziert gelb. 

15. Juli 1952: 

Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert schwach gelb, die Wande 
der GefaRe leuchtend gelb, die Wande der Markzellen nur ganz schwach, 
gerade angedeutet gelblich. Alle anderen Zellen fluoreszieren nicht. 

An das Phloem schlieft nach aufen eine Gruppe kleinzelligen Gewebes 
an, das kollenchymatisch verdickt ist und nicht fluoresziert. 


30. Juli 1952: 

Stengel quer: Das mechanische Gewebe, das an das Phloem nach 
auBen anschlieft, fluoresziert intensiv gelb. Sonst wie am 15. Juli. 

10. Juli 1953: 

Stengel quer: Phloem und Cambium sowie die aueren Zellreihen 
des Rindenparenchyms fluoreszieren nicht, die Zellwande des Xylems und 
der Gruppen mechanischen Gewebes, die an das Phloem nach auffen an- 
schliefen, fluoreszieren intensiv gelb, die der inneren Zellreihen des Rinden- 
parenchyms, der Markstrahlen und des Markes fluoreszieren nur schwach 
gelblich. 

Wurzel quer: Die Wande der GefaRe fluoreszieren intensiv gelb, 
alle anderen Zellwande nur schwach gelb. In der Rinde sind viele blaue 
Stellen zu erkennen, die zwar stark fluoreszieren, aber trotzdem nicht deut- 
lich umgrenzt zu sehen sind. Das Mark fluoresziert intensiv blaulich (diffuse 
Farbung). 

Plasmolyse mit 1 mol KNO,-Lésung: Stengel: In Mark und 
Rindenparenchym fluoresziert der Zellinhalt blaulich, doch ist die Fluores- 
zenz nur matt und nicht sehr stark. Der geronnene Milchsaft fluoresziert 
gelb. 

Wurzel: In Mark und Rinde fluoresziert der Zellinhalt blau. Die 
blauen Punkte und Flecken sind unverandert. 

Der ausgepreBte Milchsaft aus Wurzel und Stengel ist gelblich und 
fluoresziert gelblich. 

7. September 1953: 

Sehr kleine, schmachtige Pflanze. 

Wurzel quer: Alle Zellwande fluoreszieren gelb, die des Markes 
und der Rinde-jedoch nur sehr schwach, die des Xylems viel stirker. 

Stengel quer: Im wesentlichen wie am 10. Juli. 

Langsschnitte: Entsprechen den Querschnitten. 

Plasmolyse mit 1 mol KNO,-Lésung: Der Zellinhalt in Wurzel und 
Stengel fluoresziert blaulich. 

15. September 1953: 


Pflanze mit Friichten. 
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Wurzel quer: Der Mildchsaft ist gelb und fluoresziert gelblich. Alle 
Zellwande fluoreszieren blaB gelb, die Wande der GefaBe etwas starker 
gelb. Im adufferen Teil der Rinde sind vereinzelt blaue Punkte zu sehen. 

Langsschnitt durch die Wurzel: Entspricht dem Querschnitt. 
Der Zellinhalt fluoresziert auch nach Plasmolyse nicht. 

Stengel quer: Cuticula fluoresziert schwach gelblich, Epidermis, 
aiuRerer Teil des Rindenparenchyms, Phloem und Cambium fluoreszieren 
nicht. Innerer Teil des Rindenparenchyms und das Mark fluoreszieren so, 
da die Zellwande gerade wahrnehmbar sind. Die Gruppen mechanischen 
Gewebes, die an das Phloem nach aufen anschliefen, sind zu einem Ring 
geschlossen. Wo dieses Gewebe an das Phloem oder an das Rindenparen- 
chym ansté&t, fluoresziert es bla gelb, sonst mehr grau. Das Xylem fluores- 
ziert gelblichgrau bis grau, wo es an das Cambium ansdhlieft, starker gelb. 
Die an das Xylem nach innen anschliefenden Gruppen mechanischen Gewe- 
bes sowie einzelne Gruppen von Markzellen in der Nahe des Xylems und 
vereinzelt auch Markstrahlen fluoreszieren gelblich. 

Stengel-Langsschnitt: Entsprichht dem Querschnitt. Plas- 
molyse mit 1 mol KNO,-Lésung: Im Mark fluoresziert der Zellinhalt 
sehr schwach grau, der Zellinhalt der Rinde fluoresziert nicht. 

26. September 1952: 

Stengel quer: Die Cuticula und zum Teil auch die aufere Epi- 
dermismembran fluoreszieren gelb, das Rindenparenchym fluoresziert nicht. 
Die aufere, sklerenchymatische Gefafbiindelscheide, die zu einem Ring 
geschlossen ist, sowie das Xylem fluoreszieren grellgelb, Phloem und Mark 
fluoreszieren nicht. Im Rindenparenchym in der zweiten Hypodermalschichte 
— und zwar nur in einer Schichte, die rund um den Stengel verlauft — 
sind Idioblasten mit blauem Inhalt zu sehen. 

Stengel-Langsschnitt: Keine einheitliche Schichte blauer Zel- 
len zu sehen. In der Rinde sind wohl Zellen mit leicht blaulich fluores- 
zierendem Inhalt, sie sind aber nur sehr schwach zu sehen, nicht so wie im 
Querschnitt als Idioblasten deutlich kenntlich. 

15. Oktober 1952: 

Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert ganz schwach gelblich, das 
Rindenparenchym fluoresziert praktisch nicht, nur an einigen Stellen sind 
die Zellwande gerade sichtbar. Die aufere, sklerenchymatische GefaR- 
biindelscheide und das Xylem fluoreszieren gelb, aber nicht mehr so leuch- 
tend wie am 26. September, sondern mehr fahlgelb, teilweise in Blaulich- 
weit iibergehend (besonders an den Gefafwanden gut sichtbar). Die Mark- 
strahlen sind zwischen den Xylemen stiarker gelb, auch die kleinen Gruppen 
mechanischen Gewebes, die bei einzelnen Gefafen unterhalb des Xylems 
liegen. Zwischen diesen und dem Xylem sind vereinzelt kleine, leuchtend 
blau fluoreszierende Stellen in den Wanden zu erkennen. Phloem, Cam- 
bium und Mark fluoreszieren nicht. 

13. Oktober 1953: 


Stengel quer: Das mechanische Gewebe, das an das Phloem nach 
auBen anschlieBt, ist zu einem Ring geschlossen und fluoresziert blaulich- 
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grau bis blaulich, gegen das Phloem zu noch etwas gelblich. Phloem und 
Cambium fluoreszieren nicht, das Xylem grau bis gelblichgrau; bei ein- 
zelnen Gefafbiindeln sind auch Gruppen mechanischen Gewebes vor- 
handen, die an das Xylem nach innen anschliefen und gelblich fluoreszieren. 

Stengel-Langsschnitt, plasmolysiert mit 1 mol KNO,-Lésung: 
Zellinhalt fluoresziert blaulichgrau. 

Wurzel quer: Das Xylem fluoresziert gelblich, einzelne Stellen 
briunlich. Die Zellwande des Rindenparenchyms fluoreszieren schwach 
gelblich, das Mark fluoresziert praktisch nicht. 

Wurzel-Liangsschnitt, plasmolysiert mit 1 mol KNO,-Lésung: 
Zellinhalt im Mark gut zu sehen, fluoresziert blaugrau. In der Rinde 
fluoresziert der Zellinhalt nicht, die Plasmolyse ist jedoch gut zu sehen. 


23. Oktober 1952: 


Ein diinnerer Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert blaulich, die 
aiuReren zwei Zellreihen des Rindenparenchyms, Phloem, Cambium und bei 
einigen Gefafbiindeln 1 bis 2 Zellreihen um das Xylem fluoreszieren nicht. 
Alle anderen Zellwande fluoreszieren blaulichgrau, manchmal mit einem 
ganz schwachen Stich ins Gelbliche. 

Ein dickerer Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert blaulich, das 
Rindenparenchym und der aufere Teil der Markstrahlen enthalien noch 
Chlorophyll und fluoreszieren daher rot. Die Xyleme und die Gruppen 
mechanischen Gewebes, die an Phloem und Xylem anschliefen, fluroreszie- 
ren blau, nur bei einigen Gefa&biindeln noch leicht gelbstichig. Die Zell- 
wande des Rindenparenchyms und des Markes fluoreszieren nur ganz 
schwach, so daff sie gerade wahrnehmbar sind. 


27. Oktober 1953: 


Ein noch griiner Stengel quer: Es fluoreszieren nur das mechanische 
Gewebe und das Xylem, beide bla& gelblich, das Xylem noch schwacher. 
Vereinzelt fluoreszieren auch die Markstrahlen in derselben Farbe. Mark 
und Rindenparenchym fluoreszieren nur so, da die Zellwande gerade noch 
sichtbar sind. 

Ein ganz brauner, vertrockneter Stengel quer: Es fluoreszieren nur 
die Gruppen mechanischen Gewebes, die Xyleme und teilweise auch die 
Marksirahlen. Und zwar: Die Gruppen mechanischen Gewebes, die an das 
Phloem anschlieBen, aufen blau, gegen das Phloem zu geblich. Die Xyleme 
fluoreszieren schwach, geblichgrau bis blaulichgrau. Stellenweise sind im 
mechanischen Gewebe und im Xylem orange fluoreszierende Partien zu 
sehen. Die Farben sind nie streng abgegrenzt, sondern gehen ineinander 
iiber. 

Wurzel quer: Das Xylem fluoresziert bla gelb, die Zellwande von 
Mark und Rindenparenchym auch schwach gelblich, einzelne Markzellen 
haben stark gelb fluoreszierende Wande, sie sind aber im gewohnlichen 
Licht nicht von den anderen Zellen zu unterscheiden. 

Plasmolyse mit 1 mol KNO,-Lésung: In Mark und Rindenparen- 
chym des griinen Stengels und der Wurzel fluoreszieren die Protoplasten 
sehr schwach grau. Der Zellinhalt der Epidermiszellen fluoresziert nicht. 
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30. Oktober 1952: 


Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert blau, die Zellwinde des 
Rindenparenchyms sehr schwach grau, alle anderen Zellwainde mit Aus- 
nahme von Phloem und Cambium graublau. Die an das Phloem anschlie- 
Renden Zellreihen des mechanischen Gewebes sind stellenweise braunlich- 
gelblich getént. 


5. November 1952 (erster Frost): 


Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert blau. Rindenparenchym 
und Mark fluoreszieren so schwach, daft die Zellwande gerade noch zu sehen 
sind. Die Gruppen des mechanischen Gewebes, die an das Phloem an- 
schlieRen, sind zu einem Ring geschlossen, sie fluoreszieren graublau, stellen- 
weise gelblich; wo unter den Xylemen Gruppen mechanischen Gewebes 
auftreten, fluoreszieren sie ebenso. Die Xyleme fluoreszieren starker blau. 
Die Markstrahlen fluoreszieren zwischen den Phioemen blaugrau, zwischen 
den Xylemen nicht. 

Wurzel quer: Alle Zellwande fluoreszieren gelb, der Kork braun. 
Im auBeren Teil der Rinde sind blaue Punkte und einige gréfere. gelbe 
Flecken zu sehen. 


17. November 1952: 


Stengel quer: Die Cuticula fluoresziert grau, die Gefafbiindel 
liegen eng nebeneinander, die Markstrahlen sind sehr schmal. Das Rinden- 
parenchym fluoresziert nur stellenweise nicht, sonst aber deutlich blaugrau 
bis gelblich. Der geschlossene Ring mechanischen Gewebes fluoresziert blau, 
gegen das Phloem zu gelblich und griinlich, stellenweise braunorange (die 
Farben gehen ineinander iiber). Die Xyleme fluoreszieren blau, gegen das 
Cambium zu griinlich. Die Zellwiinde des Markes fluoreszieren im allge- 
meinen nur sehr schwach grau, einzelne Zellgruppen aber wesentlich starker 
gelblichgrau. In Mark, Rindenparenchym und Phloem sind vereinzelt 
kleine, grell blau fluoreszierende Punkte zu sehen. 

Wurzel quer: Alle Zellwande fluoreszieren, und zwar die des 
Xylems gelblichgrau, stellenweise blaulichgrau, einzelne GefaRe gelb, der 
Kork braun. Im auferen Teil der Rinde sind zahlreiche blaue Punkte zu 
sehen, die im gewohnlichen Licht nicht zu erkennen sind, sowie Zellen mit 
gelbem Inhalt, die im gewéhnlichen Licht schwach griinlich-gelblich er- 
scheinen. 

Zusammenfassung (Argemone Hunemannii, Abb. 6): 

Fat man nun diese Beobachtungen zusammen, so kann man einzelne 
charakteristische Stadien herausgreifen, die in Abb. 6, Nr. 1—8, schematisch 
dargestellt sind. 

1. Bei den jiingsten Stengeln fluoreszieren nur die Xyleme intensiv gelb, 
das Mark ganz schwach. Das an das Phloem anschliefende mechanische 
Gewebe ist zwar bereits ausgebildet, fluoresziert aber nicht. 

2. Auch die Gruppen mechanischen Gewebes fluoreszieren. 

3. Alle Zellwande, aufer denen des Phloems, Cambiums und der aufe- 
ren 2—3 Zellreihen des Rindenparenchyms, fluoreszieren intensiv gelb. Die 
Pflanzen stehen in dieser Zeit in voller Bliite. 
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4. Die mechanischen Gruppen haben sich zu einem Ring geschlossen, 
auch anschliefend an die Xyleme haben sich bei einzelnen Gefafbiindeln 
Gruppen mechanischen Gewebes gebildet. Die Verteilung der Fluoreszenz 
ist wie bei 3., die Intensitat hat jedoch stellenweise schon nachgelassen. Die 
Markstrahlen fluoreszieren noch intensiv gelb, die anderen Zellwande be- 
reits blasser. 

5. Die gelbe Fluoreszenz geht in Gelblichgrau iiber, nur dort, wo mecha- 
nisches Gewebe und Xylem an Phloem bzw. Cambium grenzen, ist noch 
starkere, gelbe Fluoreszenz zu sehen. 
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Abb. 6. Argemone Hunemannii, Stengel quer. Schematische Darstellung der Ande- 
rung der Eigenfluoreszenz im Verlauf der Entwicklung (Niheres S. 425). 


6. Das Gelblichgrau geht in Blaulichgrau iiber, die gelbliche Fluoreszenz 
an den Beriihrungsstellen mit Phloem und Cambium bleibt weiterhin be- 
stehen. 

7. Auch der letzte Rest gelblicher Fluoreszenz verschwindet, die Zell- 
winde fluoreszieren einheitlich blaulich, ebenso die Cuticula. 

8. Die Pflanzen werden braun und sterben ab. Die blauliche Fluoreszenz 
ist stellenweise von gelblichen, braunlichen und orangefarbenen Flecken 
unterbrochen, die Farben sind jedoch nicht streng gegeneinander abge- 
grenzt, sondern gehen ineinander iiber. Besonders gut ist diese Erscheinung 
nach dem ersten Frost zu sehen. 

Diese eben beschriebenen Stadien sind nicht nur nacheinander, sondern 
auch haufig nebeneinander zu finden, da ja nicht alle Pflanzen zur gleichen 
Zeit das gleiche Entwicklungsstadium erreicht haben. 

2. Argemone mexicana 
Zwischen Argemone mexicana und Argemone Hunemannii besteht zwar 
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grofe Ahnlichkeit, doch ist bei ersterer der Ubergang von grellgelber iiber 
blaRgelbe zu blaulichgrauer Fluoreszenz nicht so schén zu sehen wie bei 
Argemone Hunemannii. Bei Argemone mexicana bleibt die gelbe Fluores- 
zenz viel langer bestehen, es treten zwar auch Verfarbungen nach BlaB- 
gelb und Blaulich ein, doch war eine einheitliche Linie in der Entwicklung 
nicht so deutlich zu erkennen. 

Ein ahnliches Verhalten wie die beiden eben beschriebenen Argemone- 
Arten zeigt auch 
3. Argemone platyceras 
doch waren von dieser Art nur wenige und schlecht entwickelie Exemplare 
vorhanden, so daff eine zusammenfassende Darstellung der Entwicklung 
der Eigenfluoreszenz dieser Pflanze nicht gegeben werden kann. 

4. Bocconia cordata 

Bei dieser bleibt die intensiv gelbe Fluoreszenz der Zellwande so lange 
unverandert bestehen, bis die Pflanzen zu welken beginnen und absterben. 
Dann erst verblaBt die gelbe Farbe und geht in Grau, Blaulichgrau und 
Orange und, wo der Stengel bei makroskopischer Betrachtung in gewohn- 
lichem Licht aufen braun ist, in Braunorange iiber. 

Zu erwahnen wire hier auch das Auftreten von zweierlei Idioblasten, 
solchen, die im gewohnlichen Licht blafviolett, im UV dunkelpurpur und 
solchen, die im gewohnlichen Licht griinlichgelb, im UV orange erscheinen. 

Von 
5. Bocconia microcarpa 
lag nur ein Exemplar vor, das die gleiche, grellgelbe Fluoreszenz der Zell- 
winde wie Bocconia cordata aufwies. 

6. Chelidonium majus 

Wahrend bei den Keimlingen charakteristische und auffallende Fluores- 
zenzanderungen festzustellen waren, zeigen die erwachsenen Pflanzen 
keine wesentliche Anderung ihrer Fluoreszenz. Die Zellwande fluoreszieren, 
mit Ausnahme von Rindenparenchym, Phloem und Cambium intensiv gelb 
und nur im absterbenden Stengel geht das leuchtende Gelb etwas in Griin- 
lichgelb und Braunlichgelb iiber. 

Von Corydalis cava, Corydalis nobilis und Dicentra spetabilis waren 
nur wenige Exemplare vorhanden, die Ergebnisse der Beobachtungen wer- 
den daher im folgenden nur kurz mitgeteilt: 

7. Corydalis cava 

Die Zellwande — mit Ausnahme von Phloem und Cambium — fluores- 
zieren gelb. Der Zellinhalt fluoresziert in den oberirdischen, griinen Teilen 
auch nach Plasmolyse mit 1 mol KNO,-Lésung nur schwach grau, im unier- 
irdischen, chlorophyllfreien Teil fluoresziert der Inhalt der Markzellen hell- 
blau. 

8. Corydalis nobilis 

Hier fluoreszieren die Zellwande nur schwach gelb, der Inhalt der Mark- 

zellen auch nach Plasmolyse nur schwach blaugrau. 
9. Dicentra spectabilis 
Die Epidermis, die auBeren 3 Zellreihen des Rindenparenchyms, Cam- 
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bium, Phloem und 1—3 Zellreihen um die Gefa®biindel fluoreszieren nicht. 
Alle anderen Zellwande zeigen gelbliche Fluoreszenz, die stellenweise auch 


in Fahlgelb bis Blaulich iibergeht. 


10. Dicranostigma Franchetianum 

Dicranostigma Franchetianum erfahrt im Verlauf seiner Entwicklung 
auffallende Anderungen der Fluoreszenzfarbung. Hervorzuheben ist, da 
diese, am Stengelquerschnitt beobachtet, nicht allein die Teile des GefaR- 
biindels betreffen, sondern auch die dazwischenliegenden Gewebspartien. 
In den jugendlichen Pflanzen fluoreszieren die nach aufen an den Bastteil 
anschliefenden, mechanischen Elemente gelb, Phloem und Cambium fluores- 
zieren nicht, wahrend das Xylem orange aufleuchtet. Sowohl die gelbe 
Fluoreszenzfarbung des verholzten, sklerenchymatischen Gefafbiindel- 
belages wie auch die orange Farbung der Holzteile setzt sich in dem zwi- 
schen den GefaRbiindeln liegenden parenchymatischen Gewebe fort, so da 
im Ubersichtsbild zwei fluoreszierende Kreise erscheinen: ein dauBerer, gelb 
fluoreszierender, der die sklerenchymatischen Gefafbiindelbelage verbindet 
und ein nach innen anschliefender, orange gefarbter Kreis, der die Xyleme 
der Gefabiindel ringférmig zusammenschlieft. 

Im weiteren Verlauf der Entwicklung geht die gelbe Fluoreszenzfarbe 
in Blau iiber, wihrend die Orangefarbung noch langer erhalten bleibt. 

Dicranostigma Franchetianum schlieBt seine Entwicklung bereits zu 
Ende des Sommers ab. Zu dieser Zeit wird die Fluoreszenz vielfarbig, die 
einheitlich gefarbten Ringe verschwinden, die bisher gegeneinander abge- 
grenzten Farben gehen ineinander iiber und sind nicht mehr an bestimmte 
Zellgruppen gebunden. In der absterbenden Pflanze treten, wie bei den 
meisten untersuchten Papaveraceen, braunorange fluoreszierende Stellen 
und blau fluoreszierende Flecken und Punkie auf. 


11. Eschscholtzia californica 

Die Fluoreszenz der jungen Pflanzen ist wenig auffallend, gelblich bis 
blaulich. In den alteren Pflanzen treten ahnliche Verfarbungen auf wie bei 
Dicranostigma, mehrere Farben, die nicht auf bestimmte Zellkomplexe 
beschrankt sind, sondern ineinander iibergehen. 


12. Fumaria of ficinalis 

Bei Fumaria war keine charakteristischhe Anderung der Eigenfluoreszenz 
festzustellen, Rindenparenchym, Phloem und Cambium fluoreszieren nicht, 
alle anderen Zellwande gelblichgrau bis blaulich. 


13. Glaucium flavum 

Bei Glaucium kann man folgende Stadien unterscheiden: 

a) Bei der jungen Pflanze, die nur Blattrosetten und keine langeren 
Stengel ausgebildet hat, fluoreszieren die GefaRe gelb. 

b) Im ganz jungen Stengel sind zwar bereits Gruppen mechanischen 
Gewebes im AnschluB an das Phloem zu erkennen, sie fluoreszieren aber 
noch nicht. Das Xylem fluoresziert gelb, orange und blaulich nebeneinander. 

c) Die Gruppen mechanischen Gewebes und der innere Teil des Rinden- 
parenchyms fluoreszieren grau mit gelblichem Stich, die Xyleme gelblich, 
stellenweise blaulich. 
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d) Die Gruppen mechanischen Gewebes und der innere Teil des Rinden- 
parenchyms fluoreszieren blaugrau, ebenso die Xyleme. Mark und Mark- 
strahlen im Zentrum gelblich, nach aufen zu in Blaugrau iibergehend. 

e) Alle Zellwande, aufer denen der Epidermis, des auferen Teiles des 
Rindenparenchyms, des Phloems und Cambiums fluoreszieren stark und 
vielfarbig (orange, gelb, blaugrau, fahl), die Farben gehen ineinander iiber. 

Wihrend die unter a) bis d) beschriebenen Stadien wenig auffallen, ist 
die leuchtend bunte Farbung des unter e) beschriebenen Stadiums sehr 
eindrucksvoll. In den absterbenden Teilen der Pflanze sind auch hier wie- 
der leuchtend blau bis fahl fluoreszierende, kleine Punkte sowie braun- 
orange fluoreszierende Stellen zu sehen. 

Von 
14, Glaucium corniculatum 
standen nur zwei Exemplare zur Verfiigung, die keine wesentlichen Unter- 
schiede gegeniiber Glaucium flavum zeigten. 

15. Hypecoum leptocarpum 

Bei Hypecoum lassen sich folgende Stadien der Fluoreszenzfarbung 
unterscheiden: 

a) Die Xyleme fluoreszieren hell mit gelblichem Farbstich, die Gruppen 
mechanischen Gewebes blau, das Rindenparenchym hell, blaulich. 

b) Xylem, mechanisches Gewebe und Rindenparenchym fluoreszieren 
gelb, blau und orange, die Farben gehen ineinander iiber. Mark und Mark- 
sirahlen fluoreszieren nicht. 


c) Die Zellwande des Markes fluoreszieren gelblich, sonst wie bei b). 

d) Die Zellwiande des Markes fluoreszieren orange, in Mark und Rinden- 
parenchym sind sehr viele, grell blau fluoreszierende Punkte zu sehen. 
Sonst wie bei b). 

Noch friiher als bei Dicranostigma und Glaucium tritt hier die bunte 
Verfarbung ein. Vorher zeigen die Stengel nur schwache und wenig auf- 
fallende Fluoreszenz. 


16. Papaver orientale 

Die Fluoreszenz der erwachsenen Pflanzen zeigt ebensowenig charak- 
teristischhe Anderungen wie die der Keimlinge. Sie ist vorwiegend blaulich 
bis blaugrau, nur im ganz jungen Stengel manchmal gelbstichig. 

Ebenso uncharakteristisch und keiner wesentlichhen Anderung unter- 
worfen ist die Fluoreszenz folgender Ariten: 
17. Papaver alpinum 
18. Papaver rhoeas 
19. Papaver somniferum 
20. Roemeria hybrida 
21. Roemeria spec. 

Zusammenfassung des Abschniittes II 

Vergleicht man die bei den einzelnen Pflanzen in verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien an Stengelquerschnitten gemachten Beobachtungen, so er- 
geben sich auch hier Gemeinsamkeiten. Betrachtet man zuerst nur den ana- 
tomischen Bau, so fallt auf, daf bereits in einem sehr friihen Stadium 
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Gruppen mechanischen Gewebes, die an das Phloem nach aufen anschlie- 
Ren, gebildet werden, die spater bei vielen der untersuchten Pflanzen zu 
einem Sklerenchymring zusammenschliefen. Dieses Gewebe ist in seinem 
jiingsten Stadium unverholzt, verholzt aber sehr bald und gibt dann die 
iibliche Rotfarbung mit Phloroglucin-Salzsaure. 

Die Anderung der Fluoreszenzfarbung ist fiir jede der beschriebenen 
Pflanzen verschieden. Gemeinsamkeiten sind nur insofern festzustellen, als 
bei den jiingsten Pflanzen oft nur schwache Fluoreszenz zu sehen ist; 
spater tritt eine Steigerung der Fluoreszenz ein, deren Héhepunkt meist 
mit der Bliitezeit zusammenfallt. Nachher beginnt allmahlich eine Abnahme 
oder eine Farbanderung der Fluoreszenz. In der absterbenden Pflanze 
treten bei allen untersuchten Papaveraceen orangebraun fluoreszierende 
Flecken auf. 

Besprechung der Beobachtungen 

Wenn auch die Beobachtungen der Primiarfluoreszenz jiingster Keim- 
lingsstadien nichts iiber die Natur der in den Geweben von Radicula, 
Hypocotyl und Kotyledonen in bunten Farben (Gelb, Orange, Blau, Rot, 
Griin) aufleuchtenden Stoffe auszusagen erlauben, so ist allein der mit 
anderen Mitteln nur schwer zu fiihrende Nachweis ihres lokalen Vorhanden- 
seins bzw. zeitlichen Auftretens von grofem Interesse. Wahrend z. B. die 
Radicula eines eben auskeimenden Samens von Chelidonium majus nur 
eine einheitliche, schwach blaugraue Fluoreszenz aufweist, so lat sie, wenn 
sie die Linge von erst 1 mm erreicht hat, bereits eine leuchtend gelbe Wur- 
zelspitze und einen orangefarbenen Zentralstrang inmitten des sonst noch 
blau fluoreszierenden Gewebes erkennen. Ist der Keimling auf eine Ge- 
samtlange von 4mm und das Wiirzelchen auf eine von etwa 3mm heran- 
gewachsen. so erscheint das Farbbild noch bunter: Die Wurzelspitze ist 
weiter leuchiend gelb. das Stranggewebe leuchtet gelborange, die vordem 
einheitliche Fluoreszenzfarbe des Rindenparenchyms ist auf die aufersten 
Schichten der Wurzelrinde und auf das Hypokotyl zuriickgedrangt; das 
iibrige Wurzelparenchym hat jetzt eine griinlichgelbe Fluoreszenzfarbe 
angenommen, nur stellenweise leuchten kleine, hellblaue Flecke auf. DaB es 
sich bei dem griinlichgelb fluoreszierenden Rindenparenchym nicht um 
fluoreszierende Zellwande handelt, 1aBt sich leicht durch einen Plasmolyse- 
versuch enitscheiden. Die von der Zellwand abgehobenen Protoplasten er- 
weisen sich eindeutig als Trager des fluoreszierenden Stoffes, waihrend die 
Zellwainde kaum eine Farbung zeigen. 

Auch das erste Auftreten der Milchréhren, deren Bau fiir Papaveraceen 
schon in alteren anatomischen Werken (Unger 1855, Hanstein 1864, 
Molisch 1901) ausfiihrlich beschrieben wurde, laBt sich durch die orange- 
farbene Eigenfluoreszenz ihrer Milchsaéfte gut erkennen. Die haufig un- 
mittelbar daneben laufenden GefaRstrange zeigen demgegeniiber ein grell- 
gelbes Aufleuchten ihrer schraubigen Verdickungen. Die chemische Zu- 
sammensetzung des Milchsaftes der Papaveraceen ist kompliziert und auch 
noch wenig erforscht. Die in der Botanik iiblichen mikrochemischen Reak-, 
tionen sind zumeist Gruppenreaktionen (Molisch 1923, 1933, Thun- 
mann-Rosenthaler 1931). Eine Priifung der aus dem Milchsaft von 
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Chelidonium majus isolierten Reinsubstanzen, fiir deren Uberlassung ich 
Herrn Doz. Dr. F. Kuffner herzlich danke, ergab, daf sie alle stark 
fluoreszieren, so da man aus der Beobachtung der rotorangen Fluoreszenz- 
farbe nur ganz allgemein auf das Vorhandensein des Milchsaftes bzw. 
funktionstiichtig werdender Milchsaftschlauche schlieBen kann. Doch ist 
auch dies schon von Interesse, da auch die neueren chemischen Arbeiten 
iiber Inhaltsstoffe der Papaveraceen (Spath und Kuffner 1931, Fal- 
tis und Adler 1951, Kwasniewski 1952a, b, 1953, Ramstad 1953) 
sich nur mit der Konstitutionsaufklarung der gefundenen Substanzen, nicht 
aber mit ihrem Entstehen und ihrer Verteilung in der Pflanze befassen, 
ebenso wie auch Wehmer (1929) und Gessner (1953) nur Angaben 
iiber Art, Menge und Wirkung der Inhaltsstoffe machen. 

Auch iiber die in den Zellwanden eingelagerten fluoreszierenden Stoffe 
ist noch wenig bekannt. Die ersten ausfiihrlichen Beobachtungen iiber die 
Anderung der Fluoreszenzfarben im Verlauf der Verholzung stammen von 
Wimmer (1948), der zahlreiche Laub- und Nadelhélzer sowie verholzende 
Steinzellenidioblasten daraufhin untersuchte und die Steinzellmembranen 
von Thea japonica z. B. erst griinlichblau, spaiter mehr hellblau und im 
absterbenden Blatt graublau leuchtend fand. Neuere Arbeiten (Kisser 
und Wittmann 1951) stellen fest. da®B den reinen Zellulosemembranen 
eine fahle, weiBe Fluoreszenz eigen ist und eine blaue Membranfluoreszenz 
durch bestimmte Seitenketten des Lignins, die auch die Rotfarbung bei 
der Phloroglucin-Salzsiure-Reaktion bedingen, hervorgerufen wird. Gelbe 
Farbténe kénnen durch verschiedene Harz- und Gerbstoffeinlagerungen 
entstehen, kénnen aber auch, wie etwa bei Berberis vulgaris, auf andere 
Stoffe (z. B. Berberin) zuriickzufiihren sein. 

In dieser rein deskriptiven Untersuchung wurden die chemischen Grund- 
lagen der beobachteten Fluoreszenzfarbungen nicht weiter verfolgt, doch 
weisen die im Verlauf der Entwicklung erfolgenden, starken Farbanderun- 
gen klar auf eine sich stindig andernde Beschaffenheit der Membranen 
hin. Zu erklaren, worin die besteht, muf Spezialuntersuchungen iiberlassen 
bleiben. Es miissen dabei keineswegs allein chemische Veranderungen eine 
Rolle spielen, denn auch andere Komponenten, wie Temperatur, Oberflache, 
Konzentration, mikroskopische und submikroskopische Struktur, Stoff- 
verteilung, Aggregatzustand, pH-Wert. Lésungsmitiel, Adsorption, gegen- 
seitige Beeinflussung von Stoffen, hat man als entscheidende Faktoren fiir 
das Zustandekommen bestimmter Fluoreszenzfarben erkannt (W itt- 
mann 1950). 

Vorliegende Untersuchung hat lediglich zum Ziel gehabt, das Vorhanden- 
sein bzw. die zeitliche Aufeinanderfolge solcher Veranderungen im Ver- 
lauf der Entwicklung der Pflanzen in ihrer Auswirkung auf die primare 
Fluoreszenz der Gewebe aufzufinden und zu beschreiben. 


Zusammenfassung 
1. Zur Untersuchung der Eigenfluoreszenz der Keimlinge wurden diese 
unter verschiedenen Kulturbedingungen, teils in Keimrollen, teils in Erde 
herangezogen. In den allerjiingsten Keimstadien war nur eine schwache, 
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einheitliche Fluoreszenz der austretenden Radicula zu beobachten; einen 
bis einige Tage alte Keimlinge zeigen als Ausdruck inzwischen eingetretener 
anatomischer und protoplasmatischer Differenzierungen farbenpriachtige 
Bilder. Die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung erweist sich hier der 
Hellfeldmikroskopie um vieles iiberlegen. 

2. Im Freiland gezogene Pflanzen wurden in aufeinanderfolgenden 
Altersstadien vom Austreiben bis zum Absterben im Herbst auf die Primar- 
fluoreszenz der Gewebe von Wurzeln und Stengeln untersucht. 

3. Die bei manchen Objekten in sehr auffallender Weise zu beobachtende 
Anderung der Eigenfluoreszenz der Gewebe spiegelt den sich im Lauf der 
Entwicklung andernden Chemismus oder physikalischen Zustand der Mem- 
branen und Zellsafte wider. 

4. Die Beobachtung der Eigenfluoreszenz erweist sich bei geeigneten 
Objekten fiir ein Studium der sich im Lauf der Entwicklung abspielenden 
anatomischen und chemischen Veranderungen als iiberaus wertvolles, 
methodisches Hilfsmittel. Wenn es auch nicht méglich ist, aus den auf- 
tretenden Farbanderungen direkt auf bestimmte chemische Umwandlungen 
zu schlieBen, so weisen die Beobachtungen den Zellphysiologen und Bio- 
chemiker doch unmittelbar auf die Tatsache, auf den Zeitpunkt und auf 
den Ort solcher Veranderungen hin. 
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Zum Mechanismus der Spharosomenfluoreszenz 
mit Oxazinen und anderen basischen Farbstoffen 


Von 
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Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 29, Marz 1958) 


Einleitung 


In Anlehnung an die Vitalfluorochromierung der Sphiarosomen mit 
Nilblau (Drawert 1952a, Drawert und Gutz 1953, Gutz 1955) 
werden zehn weitere Oxazinfarbstoffe auf ihre Fahigkeit zur vitalen 
Fluorochromierung der Spharosomen hin untersucht. Die bereits von G ut z 
(1955) erwahnten Farbstoffe Meldolablau, Neublau und Naphtylenblau R 
sowie Neuindigoblau R zeigen positive Ergebnisse. Alle gepriiften Oxazine, 
die zu einer Fluorochromierung der Sphirosomen befahigt sind, gehéren 
im engeren Sinne zur Gruppe der Phenonaphtoxazine. Mit den Phenoxa- 
zinen Capriblau, Gallaminblau., Gallocyanin, Galloviolett DFM und Iris- 
blau konnte keine Fluoreszenz der Spharosomen erhalten werden. Es er- 
gibt sich daraus die Notwendigkeit, die Phenonaphtoxazine im Hinblick auf 
das Zustandekommen einer Sphirosomenfluoreszenz (Sphfl.) in der leben- 
den Zelle naher zu untersuchen. 

Fiir vergleichende Untersuchungen werden auBerdem andere basische 
Farbstoffe herangezogen. die hinsichtlich der Sphfl. als positiv reagierend 
beschrieben wurden (Strugger 1939, Perner 1952b, Drawert 1953, 
Kuttig 1957). 

Bevor die Fluorochromierbarkeit der Sphairosomen mit der stofflichen 
Beschaffenheit oder der physiologischen Funktion dieser Einschliisse des 
Plasmas in Zusammenhang gebracht werden kann, muB zuniachst geklart 
werden, unter welchen Bedingungen die Fluoreszenz zustandekommt. 
Unter diesem Gesichtspunkt sind folgende Moéglichkeiten in Betracht zu 
ziehen: 


1. Die Farbstoffe fluoreszieren selbst oder bilden in waBriger Lésung 
fluoreszierende Derivate. 


2. Die Farbstoffe enthalten fluoreszierende Verunreinigungen. 
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3. Die Farbstoffe fluoreszieren erst durch Lésung in bzw. Adsorption 
an bestimmten Zellbestandteilen. 

4. Die Farbstoffe oder entsprechende Bestandteile der Farbstofflésungen 
werden durch Stoffwechselvorgiinge in der lebenden Zelle verindert. 

3. Die Farbstoffe werden durch die Einwirkung der UV-Strahlung ver- 
iindert. 

6. Bestimmte Zellbestandteile werden durch die Einwirkung der UV- 
Strahlung verandert. 


A. Fluoreszenzoptische Analyse der Oxazinfarbstoffe 


1. Phenonaphtoxazine 


Folgende Phenonaphtoxazine werden untersucht: 
Nilblausulfat (Griibler), Meldolablau (Bayer), Neublau (Bayer). Naphtylen- 
blau R (Griibler), Neuindigoblau R (Bayer), Cresylechtviolett (Chroma). 


Tab. 1. Ausschiittelversuche mit Xylol. 





Fluoreszenz 
Farbstoff 
Wasser Xylol 





Nilblau keine goldgelb 
Meldolablau keine intensiv gelb 
Neublau keine intensiv gelb 
Naphtylenblau keine intensiv gelb 
Neuindigoblau keine schwach gelblich 


Cresylechtviolett intensiv rot gelb 


Einzelheiten iiber die Farbstoffe sind den Arbeiten von Drawert (1940), 
Spek (1943), Héfler und Stiegler (1947), Stiegler (1950) und Gutz 
(1955) zu entnehmen. Ferner sei auf die Handbiicher von Conn (1953) und 
Harms (1957) verwiesen. 

Von allen Farbstoffen werden Stammlésungen 1 : 1000 in glasdestilliertem Was- 
ser hergestellt und fiir die jeweiligen Untersuchungen Verdiinnungen 1 : 10.000 ver- 
wendet. 


a) Analyse der Farbstofflésungen 
Alle untersuchten Farbstoffe, mit Ausnahme des Cresylechtvioletts, 


zeigen in waBriger Lésung im sauren bis zum schwach alkalischen Bereich 
keine Fluoreszenz. Ab pH 8,0 treten jedoch schwache gelbliche Fluoreszenz- 
erscheinungen auf. Cresylechtviolett besitzt dagegen bis pH 9,0 eine 
leuchtend rote Fluoreszenz, die im alkalischen Bereich schwacher und gelb- 
licher wird. Das Auftreten schwacher Fluoreszenzen bzw. das Schwicher- 
werden der Fluoreszenz bei Cresylechtviolett mit abnehmender cH ist 
jeweils mit einem Hellerwerden oder einer vélligen Entfarbung im Tages- 


licht gekoppelt. 

Ausschiittelversuche mit Xylol fiihren bei allen Farbstoffen in der 
organischen Phase zu mehr oder weniger intensiven Gelbfluoreszenzen 
(Tabelle 1). 

33* 
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Das Ergebnis der papierchromatographischen Analyse ist in Abb. 1 
dargestellt. Die Farblésungen sind in der Verdiinnung 1 : 1000 aufgetragen 
und mit Aceton + Aqua dest. = 4 : 6 entwickelt worden. Die gegeniiber den 
Angaben von Gutz (1955) verainderten Rf-Werte und die teilweise ab- 
weichenden Trennungsergebnisse beruhen nach den vorliegenden Unter- 
suchungen auf der Verwendung von glasdestilliertem Wasser. 

Dem Chromatogramm sind folgende Hinweise zu entnehmen: 

1. Meldolablau, Neublau und Naphtylenblau erscheinen mit den gleichen 
Komponenten. Sie sind demnach identisch. Vorversuche von Gutz (1955) 
und Vergleiche mit den Farbstofftabellen von Schultz (1931) lassen den- 
selben Schlu® zu. 

Rf 
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Abb. 1. etc der a ate siscaniiaeiea mit Aceton + Aqua 
dest. 4:6. Laufzeit ~ 4 Std. Die mit unterbrochener Linie umgrenzten Flecke 
sind nur im UV. die mit durchgehender Linie umgrenzten nur im Tageslicht und 
die mit punktierter Linie umgrenzten sowohl im Tageslicht wie im UV sichtbar. 
] Nilblau. II Meldolablau. [Il = Neublau, 1V = Naphtylenblau R. V = Neu- 


indigoblau R. VI = Cresvylechtviolett. 








Neuindigoblau enthalt im Chromatogramm eine graublaue und eine 
violette Farbbasen-Komponente. Die violette Farbbase und eine weitere, 
schwach rot fluoreszierende Komponente haben die gleichen Rf-Werte wie 
die entsprechenden Komponenten von Meldolablau, Neublau und Naph- 
tylenblau. Nach Angaben von Schultz (1931) erfolgt die Darstellung von 
Neuindigoblau mit Hilfe von .Meldolablau. Daraus ergibt sich, daf Neu- 
indigoblau noch einen Anteil Meldolablau enthalt und darin ebenfalls teil- 
weise mit Meldolablau, Neublau und Naphtylenblau iibereinstimmt. 

Alle untersuchten Phenonaphtoxazine enthalten in waBriger Lésung 
sides der im Tageslicht sichtbaren Farbbase eine rotfluoreszierende Kompo- 
nente, die fiir Nilblau von Gutz (1955) als Nilrot identifiziert wurde. Ob- 
wohl es sich jeweils um die gleiche Fluoreszenzfarbe handelt, zeigen die 
unterschiedlichen Rf-Werte an, daf es sich um verschiedene Stoffe handeln 
muB. Verunreinigungen durch Nilrot, wie sie bereits fiir einige Oxazin- 
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farbstoffe beschrieben worden sind (Gutz 1955, Drawert und Metz- 
ner 1955), liegen hier offenbar nicht vor. 

Die Identitaét der Praparate Meldolablau (Bayer). Neublau (Bayer) und Naphtvy- 
lenblau R (Griibler) geht auch aus den in Abb. 2 wiedergegebenen Absorptions- 
spektren hervor. Naphtylenblau zeigt nur eine Abweichung in der Lage des Haupt- 
absorptionsmaximums im kurzwelligen Bereich. Das Hauptmaximum im UV 
kann aber von den Stellsalzen herriihren, die doch meist den handelsiiblichen 
Farbstoffpraparaten zugesetzt sind. Es liegt also die Vermutung nahe, da das 
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Abb. 2. Absorptionsspektren von Meldolablau (Bayer) = ——. Neublau (Bayer) 

= --- und Naphtylenblau R (Griibler)) = (Lésungen 1 : 100.000 in Aqua dest. 
Mit dem Spektral-Photometer PM Q II von C. Zeiss aufgenommen). 


Praparat von Griibler sich durch die Art und die Menge der Stellsalze von den 
Baver-Praiparaten unterscheidet. 
b) Vitalfluorochromierungen 

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen werden mit der grofen 
Fluoreszenzeinrichtung von Zeiss-Winkel durchgefiihrt. die als Lichtquelle eine 
Quecksilberhéchsitdrucklampe (Type HBO 200) enthalt. Alle angefiihrten Fluores- 
zenzfarbténe beziehen sich auf eine Beobachtung im Blaulicht (zwei Erregerfilter 
BG 12, Sperrfilter OG 4 + OG 35). 

Farbstoffkonzentration und Giftigkeit 

Die bisher zur Fluorochromierung von Sphiarosomen benutzten Farbstoffe 
wurden allgemein in einer waBrigen Verdiinnung 1 : 10.000 angewendet. Da aber 
verschiedene Farbstoffe sehr unterschiedliche Giftwirkung haben kénnen, ist eine 
Priifung verschieden starker Konzentrationen der jeweiligen Farblésungen im Hin- 
blick auf die Vitalitaét der Zellen und auf die Intensitat der Sphfl. notwendig. 


Das Kriterium fiir den Lebenszustand der Zellen ist bei chloroplastenfreien Ob- 
I 

jekten (Allium-Epidermen) die Plasmastrémung. bei chloroplastenfiihrenden Ob- 

jekten (Helodea-Blatter) bis zu einem gewissen Grade die Chlorophyllfluoreszenz. 





438 Marianne Mix 


Allgemein ergibt sich erwartungsgemaf. daf{ je schwiacher die Farbstoffkon- 
zentration, desto ungestérter der Lebenszustand der Zelle ist. Demgegeniiber nimmt 
die Intensitét der Sphfl. bei Nilblau und Meldolablau mit schwacher werdender 
Farbstoffkonzentration ab. Optimale Verhaltnisse sind mit Konzentrationen 
1: 10.000 und 1 : 100.000 zu erzielen. Die Giftigkeit von Cresylechtviolett scheint 
gréBer zu sein als die von Nilblau und Meldolablau. 

Beim Arbeiten mit Allium-Schuppenblattern verdient der Wundrand der Epi- 
dermisstiickchen hinsichtlich der Giftigkeit der Farblésungen ebenfalls Beachtung. 
Nilblau und Meldolablau in Verdiinnungen 1 : 10.000 verursachen vor allem in der 
Mitte der Epidermisstiickchen eine intensive Fluorochromierung der Spharosomen. 
die zu den Randern hin allmahlich schwacher wird und in auBeren Randgebieten 


Abb. 3. Sphirosomenfluoreszenz in den QOberepidermiszellen von Allium cepa 
nach einer Vitalfarbung mit Nilblau 1: 10.000 in Aqua dest. 


vollig ausbleibt. Bei Anwendung von Farbliésungen 1 : 100.000 ist das Ausbleiben 
der Sphfl. auf eine wesentlich schmalere Randzone beschrinkt. Die Schadigung 
der Wundrandzellen durch das Anschneiden ist in allen Fallen die gleiche: eine 
zusatzliche Schaidigung erfolgt durch das besondere Speichervermégen dieser Zellen. 
Der Effekt ist um so gréBer, je konzentrierter die Farblésung ist. Es soll bereits 
an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daB diese Phinomene nicht auf eine 
unterschiedliche O,-Versorgung der Randgebiete und der randferneren Teile des 
Versuchsobjekts zuriickzufiihren sind. 


Chloroplastenfreie Objekte 


Hauptversuchsobjekt ist die Oberepidermis der Schuppenblatter von 
Allium cepa. Es werden die 2. und 3. Schuppe von auben verwendet. Die 
Praparation erfolgt nach Strugger (1949). Die Farbezeit betragt etwa 
eine Stunde. 


Nilblau: Eine intensive gelbe bis goldgelbe Sphfl. ist zu beobachten. die 
durch die Bestrahlung mit Blaulicht noch intensiver wird. Da keinerlei Plasma- 
fluoreszenz auftritt. sind die flucrochromierten Spharosomen besonders deutlich. 
Es sind gréBere und kleinere bzw. intensiver leuchtende und weniger intensiy 
leuchtende Sphirosomen sichtbar (Abb. 3). 

Meldolablau: Eine intensive zitronengelbe Sphfl. ist zu sehen. die, obwoh! 
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sogleich beim Betrachten vorhanden, durch die kurzwellige Bestrahlung noch inten- 
siver wird. Gleichzeitig wird eine diffuse gelbe Plasmafluoreszenz beobachtet. die 
das ganze Gesichtsfeld leicht iiberstrahlt. wodurch das Bild an Klarheit verliert. 
Auch hier lassen sich gréfere und kleinere (heller leuchtende und weniger hell 
leuchtende) Sphirosomen unterscheiden. 

Neublau und Naphtylenblau ergeben das gleiche Bild wie Meldola- 
blau. 

Neuindigoblau: Die zitronengelbe Sphfl. unterscheidet sich von der durch 
Meldolablau verursachten nur durch ihre geringere Intensitat. 

Cresylechtviolett: Hier bestimmt eine mehr oder weniger intensive 
rote Plasmafluoreszenz das Bild. Wahrend in den toten Wundrandzellen fast immer 
eine gut sichtbare gelblich-rosa .Sphfl.* festzustellen ist, sind in den vermutlich 
noch lebenden Zeilen fast nie fluoreszierende Sphirosomen erkennbar. Nur in ganz 
wenigen Fallen kénnen auch in vitalen Zellen sehr schwach gelblich fluoreszierende 
Sphirosomen beobachtet werden. 


Chloroplastenfiihrende Objekte 


Im Anschluf® an die Beschreibung der Sphfl. in Schuppenblatt-Ober- 
epidermen von Allium cepa ergibt sich die Frage, ob diese Erscheinung 
nur auf die bereits untersuchten chloroplastenfreien Objekte beschrankt 
bleibt, oder ob es sich um eine allgemeine Erscheinung handelt, die auch in 
chlorophyllfiihrenden Pflanzenteilen zu sehen ist. Drawert (1952 b) 
beobachtete in den SchlieBzellen von Allium cepa nach Zugabe von Nil- 
blau ein Aufleuchten der Sphairosomen. Zur Klarung dieses Problemes 
werden Blatter von Helodea densa und Tradescantia albiflora Kth. unier- 
sucht. 

Helodea densa 


Nilblau: Bei einer ersten oberflachlichen Betrachtung des Objekis fiaillt 
sofort auf, daB keine derartige Sphfl. vorliegt. wie sie bei Allium-Oberepidermen 
zu sehen ist. Die rote Chloroplastenfluoreszenz beherrscht das Gesichtsfeld (vgl. 
Kuttig 1957). Eine genaue Untersuchung ergibt, daB® eine gelbe Sphfl. in der 
Nahe des Wundrandes (Abrifstelle des Blattes), in den Blattzihnen und in ein- 
zelnen Randzellen auftritt. 


Meldolablau: Die Chloroplastenfluoreszenz ist nicht mehr intensiv rot. 
Entweder wird sie durch die diffuse Plasmafluoreszenz iiberstrahlt. oder es liegt 
bereits eine Schadigung vor. Eine Sphfl. ist ebenfalls in der Nahe der Wundrand- 
gebiete, in einigen Randzellen und in den Blattzahnen zu sehen. 

Cresylechtviolett: Eine allgemeine. intensive rote Fluoreszenz ist zu 
beobachten. die vor allem von den Chloroplasten auszugehen scheint. Sphfl. ist nicht 
vorhanden. 

Tradescantia albiflora Kth. 

Nilblau: Eine gelbe Sphfl. ist in der Nahe der Wundrandgebiete zu erken- 
nen, in denen die Chloroplastenfluoreszenz mehr oder weniger gestért ist. 

Meldolablau: Es ist keine rote Chloroplastenfluoreszenz vorhanden. son- 
dern das ganze Praparat ist durch eine gelbe Plasmafluoreszenz iiberstrahlt. 
Stellenweise ist eine Sphfl. zu beobachten, die aber durch die diffuse Plasma- 
fluoreszenz schlecht zu erkennen ist. 

Cresylechtviolett: Die Chloroplasten zeigen eine intensive Rot- 
fluoreszenz. In den Randgebieten ist auch eine rosarote Plasmafluoreszenz sichtbar. 
Eine Sphfl. ist nicht vorhanden. 
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Chloroplastenarme Objekte 
Zur Klarung der Frage, ob die Sphfl. in einer Beziehung zur Lebenstatig- 

keit der Chloroplasten steht. werden panaschierte Blatter von Tradescantia 

und die ebenfalls chloroplastenarmen Haare von Cucurbita-Blaitern heran- 

gezogen. 

Tradescantia albiflora Kth. var. albovittata 
Nilblau: Die Speicherung des Farbstoffes erfolgt vor allem in den Vakuolen 

der Schlie®zellen und in den Wundrandzellen. Die Sphfl. ist fast ausschlieBlich 

in den chloroplasienarmen Teilen und dort vor aliem in den Schliefzellen der 
Spaltoffnungen. mehr oder weniger auch 
in den Nebenzellen und angrenzenden 
Epidermiszellen zu sehen (Abb. 4). Teilweise 
tritt auch lebhafte Sphfl. in einiger Entfer- 
nung vom Schnittrand auf. Diese Zellen 
sind vermutlich noch nicht geschadigt. — 
In den chloroplastenfiihrenden Teilen wird 
keine Sphfl. sichtbar. Auch beim Ausschal- 
ten der Chlorophyllfluoreszenz durch die 
Sperrfilter BG 23 + GG 4 im UV-Licht wird 
keine Sphfl. sichtbar. 

Meldolablau: Die Sphfl. ist auch 
hier fast ausschlieBlich auf die chlorophyll- 
freien Teile beschrankt. Die gelbe Plasma- 
fluoreszenz iiberstrahlt das gesamte Ge- 
sichtsfeld. Sphfl. ist in den Schliefzellen, 
teilweise auch in den umliegenden Epider- 
miszellen zu erkennen. In den _ chloro- 
plastenfiihrenden Teilen ist die Chloro- 

Abb. 4. Sphiarosomenfluoreszenz in plastenfluoreszenz gut erhalten und weder 
den SchlieB- und Nebenzellen von Sphfl. noch diffuse Plasmafluoreszenz sicht- 
Tradescantia albiflora var. albovit- bar. 
tata nach ciner Vitalfarbung mit Nil- Cresylechtviolett: In den chlo- 
blau 1 : 10.000 in Aqua dest. roplastenfiihrenden Zellen ist eine allge- 
meine Rotfluoreszenz, in den chloroplasten- 
armen Zellen eine intensive Rotfluoreszenz der Chloroplasten in den SchlieBzellen 
zu beobachten. Es tritt keine Sphfl. auf. 


Cucurbita-Haare 

Nilblau: Bei roter Chloroplastenfluoreszenz ist entweder keine oder nur 
eine schwache Sphfl. vorhanden. Erst wenn die Rotfluoreszenz der Chloroplasten 
schwacher wird. ist ein Starkerwerden der Sphfl. zu beobachten. Dieser Effekt 
wird oft durch Bestrahlen verursacht. ist aber nicht immer eindeutig. 

Meldolablau: Die diffuse Plasmafluoreszenz, die die ganze Zelle iiber- 
strahli. ist unabhingig von der Intensitat der Chloroplastenfluoreszenz. Sonst ist 
das gleiche Verhalien wie bei Nilblau festzustellen. 

Cresylechtviolett: Eine rote Chloroplastenfluoreszenz und eine schwach 
rosa Plasmafluoreszenz sind vorhanden. Sphfl. ist nicht zu beobachten, 


Eine Sphfl. kann danach unter Umstanden auch in chloroplastenfiih- 
renden Objekten verursacht werden. Es scheint aber ein Zusammenhang mit 
der Lebenstatigkeit der Chloroplasten zu bestehen. der auf eine Abhangig- 
keit von der Sauerstoffspannung schlieBen 1aBt. 
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2. Phenonaphtoxazone 


Die bereits beschriebene chromatographische Analyse zeigt bei allen 
Phenonaphioxazinen eine rotfluoreszierende Komponente. die fiir Nilblau 
von Gutz (1955) als Nilrot bestimmt wurde. Trotz gleichfarbiger Fluo- 
reszenz unterscheiden sich die Komponenten durch ihre Rf-Werte und sind 
als eine spezifische Erscheinung des jeweiligen Farbstoffes anzusehen. 
Gutz (1955) gibt fiir Nilrot eine schwache Granulafluoreszenz bei Mucor 
racemosus an. In diesem Zusammenhang ist eine nahere Untersuchung der 
erwahnten Komponenten von Interesse. 


a) Darstellung und Bestimmung 


Darstellung 

Thorpe (1907) hat in Verbindung mit der durch Nilblaulésungen verursachten 
roten Fettfarbung die Oxazine analvsiert und festgestellt. da alle Phenonapht- 
oxazine in wafriger Liésung Oxazone bilden. waihrend Phenoxazine keine ent- 
sprechende Reaktion geben. Es liegt die Annahme nahe. da es sich bei den rot- 
fluoreszierenden Komponenten des Papierchromatogramms um die von Thorpe 
(1907) beschriebenen Oxazone handelt. Nach seinen Angaben gewinnt man sie aus 
den jeweiligen Farbstoffen durch Kochen der wafrigen, schwach sauren Farbstoff- 
lésung auf dem Wasserbad und gleichzeitige Extraktion mit Xylol. Auf diese Weise 
werden fiir die folgenden Untersuchungen die Oxazone von Nilblau, Meldolablau, 
Neublau, Naphtylenblau. Neuindigoblau und Cresylechtviolett hergestellt. 

Die Konstitution des Cresylechtvioletts ist noch umstritten. Conn (1953) und 
Harms (1957) geben eine Formel an, die nur fiir das in den USA hergestellte Pra- 
parat bewiesen ist. Eine Verbindung gleicher Konstitution wird als 2-Amino-7-di- 
methylamino-6-methyl-3, 4-benzophenazoxoniumchlorid im Beilstein (1937) an- 
gegeben, deren Eigenschaften mit denen des in dieser Arbeit verwendeten Cresyl- 
echtviolettpraparates iibereinstimmen. 

Den Formeln entsprechend sind drei verschiedene Oxazone zu erwarten: 
Nilblau-Oxazon, Meldolablau-Oxazon und Cresylechtviolett-Oxazon. Das aus 
Neuindigoblau gewonnene Oxazon ist identisch mit dem des Meldolablaus, Es ist 
danach anzunehmen., daf Neuindigoblau selbst kein Oxazon bildet. wofiir folgende 
Tatsachen sprechen: 

1. Chromatographisch kann eine Beimengung von Meldolablau in Neuindigoblau 
nachgewiesen werden (Abb. 1). 

2. Die Ausbeute an Oxazon ist bei gleicher Einwaage bei Neuindigoblau 
wesentlich geringer als bei den anderen Farbstoffen. 

3. Thorpe (1907) schreibt die Oxazonbildung den Phenonaphtoxazinen zu. die 
in Stellung 6 eine Aminogruppe, eine substituierte Aminogruppe oder gar keinen 
Substituenten haben. Die bei Neuindigoblau in Stellung 6 angreifende C-Bindung 
wird vermutlich durch das angewandte Verfahren nicht gesprengt. 
Léoslichkeit 

Alle untersuchten Oxazone sind in kaltem Wasser unléslich. Bemerkens- 
wert ist, da sich an der Oberflache der Stammlésungen 1 : 1000 bei Mel- 
dolablau, Neublau, Naphtylenblau und Cresylechtviolett nach einigem 
Stehenlassen Ausscheidungen ansammeln. Bei mikroskopischer Betrachtung 
ist ein Hautchen dichtgepackter Kristalle zu sehen. die bei Meldolablau. 
Neublau und Naphtylenblau rétlichbraune, kurze Nadeln oder Prismen in 
sternformiger Zusammenlagerung darstellen. Bei Cresylechiviolett sind es 
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langere, rotbraune Nadeln. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um das 
wasserunlésliche Oxazon. Bei Nilblau kann nichts Entsprechendes beob- 
achtet werden. — Alle Oxazone lésen sich in organischen Fliissigkeiten und 
geben in diesen intensive Fluoreszenzen. Die Fluorochromierung einiger 
Ldsungsmittel ist aus Tabelle 2 zu entnehmen. 


Tab. 2. Fluorochromierung organischer Fliissigkeiten durch Oxazone. 





Cresylechtrot Meldolarot Nilrot 





Alkohol ..... rot kirschrot kirschrot 
2) US eee gelbgriin gelb goldgelb 
Chloroform ... . gelb orange orangerot 
a re goldgelb orange orangerot 

(Zu beachten ist die jeweils stirker werdende Fluorochromierung von Cresyl- 
echtrot bis Nilrot.) 
Nachweis 

Durch die papierchromatographische Analyse werden die aus den Farbstoffen 
gewonnenen Oxazone nachgewiesen. Die Farblésungen werden in der Verdiinnung 
1:1000 in Aqua dest. aufgetragen. Da fiir die spiater vorzunehmenden Vital- 
fluorochromierungen nur wafrige Oxazonlésungen in Frage kommen, wird ver- 
sucht. ob sich wenigstens Spuren des Oxazons durch Kochen in Aqua dest, lésen 
lassen. Schwache Farbungen nach 10 Min. langem Kochen zeigen ein positives Er- 
gebnis. Restliche Oxazenkristalle werden abfiltriert. Die Lésungen sind auch nach 
dem Abkiihlen gefarbt und werden durch wiederholtes Auftragen am Startpunkt 
des Chromatogramms aufkonzentriert (Abb. 5). 


Aile untersuchten Oxazonlésungen erscheinen im Chromatogramm mit 
einer rotfluoreszierenden Komponente. Dicse besitzt denselben Rf-Wert wie 
die rotfluoreszierende Komponente der jeweiligen Farblésung. Die nach 
der Thorpeschen Methode aus den Farbstoffen gewon- 
nenen Oxazone stimmen also mit den rotfluoreszieren- 


den Komponenten der wafrigen Farblésungen iber- 
ein. Ferner entspricht das Oxazon des Nilblaus dem synthetisch dargestell- 
ten 7-Diathylamino-3, 4-benzophenoxazon-2 (nach Thorpe, 1907: 3-Di- 
athylaminophenonaphtoxazon) und das Oxazon des Meldolablaus dem syn- 
thetisch dargestellten 7-Dimethylamino-3, 4-benzophenoxazon-2 (nach 
Thorpe, 1907: 3-Dimethylaminophenonaphtoxazon). Entsprechend dem 
Nilrot soll das Oxazon des Meldolablaus als Meldolarot und das Oxazon des 
Cresylechtvioletts als Cresylechtrot bezeichnet werden. 

Aus den Rf-Werten der Oxazone ist zu entnehmen, daB Nilrot den 
lipophilsten Charakter hat. was wahrscheinlich auf die Athylsubstituenten 
zuriickzufiihren ist. Meldolarot (2 Methylgruppen) und Cresylechtrot 
(3 Methylgruppen) sind auf Grund ihrer Methylsubstituenten weniger lipo- 
phil und unterscheiden sich in ihren Rf-Werten nicht wesentlich. 

b) Vitalfiuorochromierungen 

Die Schwierigkeit einer Fluorochromierung lebender Zellen mit Oxa- 
zonen liegt darin, daB diese wasserunléslich sind. Wie schon oben er- 
wahnt. werden durch Kochen in Wasser Spuren des Oxazons gelést. Die 
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wafrigen Lésungen sind verschieden stark gefarbt. Wahrend Nilrot und 
Meldolarot nach dem Erkalien nur geringfiigig in der Farbung ihrer Lésun- 
gen nachlassen, verblaft die an sich schwacher tingierte Cresylechtrotlésung 
recht stark und ist meist nur bla® rosa gefarbt: nach langerem Stehen wird 
sie fast farblos. Dementsprechend sind auch die damit durchgefiihrten Fluo- 
rochromierungen recht schwach. 

Mit allen drei Oxazonlésungen lassen sich Sphfl.en erzielen. Wiah- 
rend die durch Cresylechtrot hervorgerufene Sphfl., entsprechend der schwa- 
chen Farbung der Lésung, auBerst schwach und in vielen Fallen kaum zu 


Rf 
0,5 4 


04+ 


g 


violett 


re gelb 


aed. 








ll Wl IV Vv vl 


Abb. 5. Chromatogramm der Phenonaphtoxazone. Entwicklung mit Aceton + 

Aqua dest. = 4:6. Laufzeit ~ 4 Std. Erklarung siehe Legende zu Abb. 1. 

I Nilblau, TI Nilrot, II Meldolablau. [IV = Meldolarot. V = Cresvlecht- 
violett. VI = Cresylechirot. 


erkennen ist, kénnen mit Nilrot und Meldolarot gut sichtbare orangerote 
Sphfl.en ausgelést werden. In allen Fallen treten auBerdem mehr oder 
weniger intensive orangerote oder erdbeerrote diffuse Plasmafluoreszenzen 
auf. 

Das zur Kontrolle verwendete. synthetisch dargestellte 7-Dimethyl- 
amino-3, 4-benzophenoxazon-2! verhalt sich nicht nur im Chromatogramm., 
sondern auch in der Vitalfluorochromierung wie das aus dem Farbstoff ge- 
wonnene Meldolarot. Entsprechendes gibt Gutz (1955) fiir ebenfalls syn- 
thetisch dargestelltes 7-Diathylamino-3, 4-benzophenoxazon-2 an. 

Aus diesen Befunden ist zu schlieBen, dab Spuren der Oxazone 
fiirdas Zustandekommen der Sphfl. mitverantwortlich 
sind. Die Oxazone werden auf Grund ihrer stark lipophilen Eigenschaf- 
ien in der Zelle von lipophilen Strukturen adsorbiert oder in diesen gelést. 
Sie fluoreszieren nicht nur in organischen Medien oder in den Spuren ent- 
haltenden, waBrigen Lésungen. sondern sie haben selbst eine Eigenfluo- 


1 Herrn Prof. Dr. W. Lautsch danke ich fiir die Uberlassung des Praparates. 
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reszenz (Abb. 6). Es sind also keine Verainderungen durch die Lebenstitig- 
keit der Zelle notwendig, um ihre Lokalisationsorte durch die Fluoreszenz- 
erscheinung sichtbar zu machen, sondern es scheinen einfache Verteilungs- 
vorgange vonstatten zu gehen. 

Auf Plasmafluoreszenzen wird bei der Besprechung der Fluorochromierung 
denaturierten EiweiBes nod besonders eingegangen. Vorwegnehmend kann aber 
schon hier. im Zusarmmenkang mit den durch Oxazone verursachten diffusen 
Plasmafluoreszenzen, giesagt werden, da® es sich nur noch in seltenen Fallen um 
voll vitale Zellen hand'elty e besonders intensive Fluorochromierung von toten 
Wundrandzellen weist a. e Zusammenhinge hin, so da® auch diffuse Plasma- 
fluoreszenzen als Zeichen einer beginnenden 
Denaturierung der Plasmaproteine aufzu- 
fassen sind. 

c) Fettfluorochromierungen 

Phenonaphtoxazone sind bereits seit 
langerer Zeit fiir histochemische Untersuchun- 
gen von Interesse. Seitdem Smith (1908) 
beobachtet hat, daB Nilblau eine rote Fett- 
farbung verursacht. und Thorpe (1907) 
bewiesen hat, daB® es das im Nilblau ent- 
haltene Phenonaphtoxazon Nilrot ist, das 
diese Rotfarbung hervorruft. dient Nilrot 
zum histochemischen Fettnachweis. Thorpe 
(1907) berichtet ferner, da auch andere 
Phenonaphtoxazone fettfarberische Eigen- 
schaften besitzen und daB ihre Lésungen in 


Abb. 6. Fluoreszenz von Nilrot- 
kristallen. 
Xylol eine gelbe Fluoreszenz aufweisen. 
Fluoreszenzerscheinungen treten auch in anderen organischen Fliissigkeiten auf, wie 
aus Tabelle 2 und 3 zu entnehmen ist. 

Die stark lichtbrechende Natur der Sphirosomen, ihre kugelige Gestalt und 
schlieBlich ihre Fluorochromierung mit Phenonaphtoxazonen lassen die Méglich- 
keit zu. dafi hier. stofflich gesehen, Fette oder Lipoide vorliegen. Lichtmikroskopische 
Farbeversuche mit Phenonaphtoxazonen zeigen ein negatives Ergebnis, Diese und 
die meisten anderen Fettfarbstoffe sind wasserunléslich, kénnen also nur in organi- 
schen Fliissigkeiten gelést zur Anwendung kommen. Da diese Methode fiir Vital- 
farbungen unbrauchbar ist. andererseits die in wa@riger Lésung enthaltenen Spuren 
des Fettfarbstoffes wahrscheinlich nicht ausreichen, um eine lichtmikroskopische 
Farbung hervorzubringen. kénnte die wesentlich empfindlichere fluoreszenzopti- 
sche Analyse von Bedeutung sein. 

Es gilt demnach zunachst. die Frage zu beantworten. ob die durch Oxazone ver- 
ursachten Fettfarbungen obligatorisch mit Fluoreszenzerscheinungen der Fettsub- 
stanzen gekoppelt sind. 


Rizinusél und Leinél werden jeweils mit etwas Wasser und einigen Kristallen 
Oxazon bzw. etwas Farblésung 1 : 10.000 im Wasserbad erwarmt. Diachromierung 
und Fluorochromierung sind aus Tabelle 3 zu ersehen. Wahrend die Reagenzglas- 
versuche deutlich Farbungen der Ole im Tageslicht erkennen lassen. sind Hellfeld- 
farbungen im Mikroskop nur schwach oder gar nicht zu beobachten. In allen Fallen 
kommt es aber zu einer deutlich sichtbaren Fluorochromierung der Ole mit Farb- 
ténen. die zwischen Gelb und Rot liegen. 


Tabelle 4 gibt die Fluorochromierung pflanzlicher Ole in Samenschnitten von 
Ricinus, Linum und Helianthus an. Die Schnitte sind etwa 10 Min. auf dem Ob- 
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jekttriger mit wafriger Oxazonlésung gefarbt worden. Die Ergebnisse sind i. allg. 
die gleichen wie in Tabelle 3. Lichtmikroskopisch ist wiederum keine Farbung be- 
obachtet worden (zu schwache Konzentration der waBrigen Lésungen). 

; 


Tab. 3. Diachromierung und Fluorochromierung von pflanzlichen Olen. 


a) Im Reagenzglas. 





Rizinus6l Leinél 


Diachromierung Fluorochromierung|| Dis ‘mierung Fluorochromierung 








Blindversuch . farblos hellblau 


gelb griingelb 
85) ae oe rot rot 


orange orange 
goldgelb goldgelb 
dunkelrot rot 
goldgelb gelb 


Cresylechtrot. . rosa frais 
NHI Ss 4. rot 
Cresylechtviolett rosa 





Rizinus6l Leinél 
Farbstoff 





Diachromierung Fluorochromierung| Diachromierung Fluorochromierung 

| 
Blindversuch. . farblos schwach gelbgriin || gelb 
Nilrot . . . . .| sechwach rosa intensiv orange | gelb 





schwach hellgriin 
intensiv goldgelb 
Cresylechtrot . . schwach rosa intensiv goldgelb | gelb intensiv gelb 
Nilbiau . . . . schwach rosa goldgelb | gelb 


goldgelb 
Cresylechtviolett farblos goldgelb 


gelb gelb 


Um gréfenordnungsmaf&ig auch im Modellversuch den Strukiuren in der pflanz- 
lichen Zelle naherzukommen und die Fluorochromierung fein verteilter Fetttrépf- 
chen zu beobachten, werden Olivenélemulsionen mikroskopisch betrachtet. Einige 


Tab. 4. Fluorochromierung pflanzlicher Ole in Samensdhnitten. 
(Mikroskopische Betrachtung.) 





Farbstoff Ricinus Linum Helianthus 





Blindversuch .. . schwach gelbgriin gelbgriin schwach gelbgriin 
EO se Se intensiv orange intensiv goldgelb intensiv gelb 
Cresylechtrot . . intensiv goldgelb intensiv gelb intensiv gelb 
Tropfen Olivenél werden mit etwas Lecithin in destilliertem Wasser emulgiert und 
durch kurzes Aufkochen einige Kristalle Oxazon gelést. Ein Tropfen dieser Emul- 
sion wird auf dem Objekttriger unbedeckt im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 
Zum Vergleich dienen Emulsionen des Farbstoffes im Verhaltnis 1 : 10.000 und 
einige Phenoxazine, die kein Oxazon bilden (Tabelle 5). 

Die fluoreszenzoptische Analyse von Fetten und Oxazonen scheint nach den 
Versuchen mit Pflanzendlen ein empfindlicher Nachweis fetthaltiger Strukturen zu 
sein. Entsprechende Fluorochromierungsversuche an atherischen Olen. Wachs und 
verholzten Membranen geben jedoch das gleiche positive Ergebnis wie die fetten 
Ole und weisen darauf hin, daB es sich bei der Fluorochromierung mit Oxazonen 
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um keinen spezifischen Fettnachweis handelt. Demnach lait auch die Fluoro- 
chromierung der Sphirosomen mit Oxazonen lediglich Riickschliisse auf deren 
lipophile Beschaffenheit zu. 


Tab. 5. Fluorochromierung von Fettemulsionen. 
(Mikroskopische Betrachtung.) 


a) Phenonaphtoxazone. 





Farbstoff WaBrige Grundlésung Fetttrépfchen 





Blindversuch .. . schwach gelblich gelb 
IVOMED'. 5S Seco. rot intensiv goldgelb 
Meldolarot ..° . schwach rot intensiv gelb 
Cresylechtrot .. . intensiv erdbeerrot schwach gelb 


b) Phenonaphtoxazine. 





Farbstoff WaBrige Grundlésung Fetttrépfchen 





i ee keine intensiv goldgelb 
Meldolablau. . . . gelblich intensiv gelb 
Cresylechtviolett . . erdbeerrot schwach gelb 


3. Leukoformen der Phenonaphtoxazine 

Die Redoxindikatoreigenschaften der Phenonaphtoxazine machen es 
notwendig, die Fluoreszenzerscheinungen in der lebenden Zelle ferner unter 
dem Einflu@ von Reduktions- und Oxydationsvorgingen zu betrachten. 
Drawert (1952a) und Gutz (1955) geben an, da die Spharosomen- 
bzw. Granulafluoreszenz auch durch die reduzierte Form des Nilblaus her- 
vorgerufen werden. Ferner lassen die oben beschriebenen Vitalfluorochromie- 
rungsversuche an chloroplastenfiihrenden Objekten ebenfalls eine Ab- 
hangigkeit von der Sauerstoffspannung méglich erscheinen. 


a) Analyse der Leukofarbbasen 


Reduktionsversuche mit Na,S,O, an Farbstofflésungen 1 : 10.000 ver- 
ursachen bei Nilblau und Meldolablau eine intensive Fluoreszenz. Im 
Tageslicht ist gleichzeitig eine Entfarbung zu beobachten (s. auch D ra- 
wert, 1952a). Cresylechtviolett verhalt sich nicht so (Tabelle 6). 


Es besteht nun die Frage. ob die Fluoreszenzerscheinung direkt von der Leuko- 
farbbase abhingig ist oder ob auch das zugefiigte reduzierende Salz dabei eine 
Rolle spielt. Zum Vergleich werden deshalb auferdem Reduktionsversuche mit 
molekularem Wasserstoff angestellt. in denen der Wasserstoff durch fein verteiltes 
kolloidales Pd aktiviert wird. Die Methode hat den Vorteil, daB aufer einem 
geringfiigigen Anteil Pd keine Fremdsubstanzen in der Lésung sind und diese 
dadurch auch fiir Vitalfarbungen brauchbar ist. 


Nilblau- und Meldolablaufarblésungen 1 : 10.000 zeigen nach Reduktion 
mit aktiviertem Wasserstoff intensive gelbe Fluoreszenzen (Tabelle 7). 
AuBerdem ist wahrend des Einleitens eine Ausflockung der Leukobasen 
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zu beobachten. Cresylechtviolett zeigt dagegen keine Fluoreszenz und keine 


Triibung der Lésung. 


Tab. 6. Fluorochromierungen von wafrigen Farblésungen vor und nach Reduktion 
mit Na,S,O,. 





Farbstoff Vor der Reduktion Nach der Reduktion 





Boy [21 re keine 
Meldolablau. . . . keine 


Cresylechtviolett . . rot 


intensiv gelbgriin 
intensiv tiirkis 


keine 


Die Ergebnisse stimmen also in bezug auf die Fluoreszenz mit den durch 
Reduktion mit Na,S,O, gewonnenen iiberein. Demnach scheinen einmal 


Tab. 7. Fluorochromierungen von wafrigen Farblésungen vor und nadi Reduktion 
mit H, und Pd unter O,-Abschiluf. 





Farbstoff Vor der Reduktion Nach der Reduktion 





TEENS es Sa keine 
Meldolablau. .. . keine 


Cresylechtviolett. . rot 


intensiv goldgelb 
intensiv zitronengelb 


keine 


die Leukobasen von Nilblau und Meldolablau an sich zu fluoreszieren: zum 
anderen weist das Auftreten von Ausflockungen auf stark hydrophobe 


Eigenschaften hin. 


Da Leukenilblau sehr empfindlich auf geringste Mengen Sauerstoff reagiert, 
te) 5 


kommt es bei allen Manipulationen leicht zur 
Reoxydation, so daf eine analysierte Be- 
trachtung der Leukobase dadurch erschwert 
wird. Leukomeldolablau ist dagegen wesent- 
lich unempfindlicher. Auch hier tritt an der 
Luft eine Reoxydation auf, die jedoch erst 
bei langerer O,-Einwirkung sichtbar wird. 
So kann beobachtet werden, daf Leuko- 
meldolablau in wafriger Lésung in Form 
von Kristallen abgeschieden wird. die eine 
intensive gelbe Fluoreszenz zeigen. Es han- 
delt sich teilweise um Nadeln, die bei gré- 
Berer Ansammlung sternférmig zusammen- 
liegen. Daneben sind auch feinkriimelige 
Bestandteile vorhanden (Abb. 7). Der 
Niederschlag einer Leukomeldolablaulésung 


Abb. 7. Fluoreszenz von Leuko- 
meldolablaukristallen. 


laRt sich an der Luft abfiltrieren und zeigt bei Betrachtung mit der Quarzlampe 
auch auf dem Filterpapier noch eine intensive Gelbfluoreszenz. Durch Reoxydation 
farbt sich schlieBlich das Filter dunkelviolett, waihrend die Fluoreszenz allmahlich 


zuriickgeht. 


Wie bereits erwahnt, deutet das Ausflocken der Leukoformen in wab- 
riger Lésung eine hydrophobe Tendenz an. Diese miiffte sich durch Aus- 
schiittelversuche mit organischen Fliissigkeiten bestatigen lassen. Reduktion 
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mit Na,S,O, und anschlieBendes Ausschiitteln mit Xylol ergibt ein Ver- 
blassen der wifrigen Phase und eine Farbung der organischen Phase, was 
auf ein Uberwechseln des Farbstoffes in die organische Phase hinweist. 
Gleichzeitig wird aber durch die Farbung des Xylols eine Reoxydation an- 
gezeigt. Die Fluoreszenz sagt demnach nichts iiber die Verteilungsverhalt- 
nisse der Leukobasen aus (Tabelle 8). 


Tab. 8. Aussdiiitteloersucke mit Xylol vor und nach Reduktion mit Na,S,O, im 
Reagenzglas. 





Diachromierung 
Farbstoff Vor der Reduktion Nach der Reduktion 


Wasser Xylol Wasser Xylol 





2 ree dunkelblau goldgelb gelblich blau 
Meldolablau. . . . dunkelviolett gelbrosa farblos violett 
Cresylechtviolett . . rotviolett gelb farblos rosaviolett 





Fluorochromierung 


Farbstoff 


Vor der Reduktion Nach der Reduktion 





Wasser Xylol Wasser Xylol 





Nilblau. ..... keine goldgelb hellgriin schwach rot 
Meldolablau. . . . keine intensiv gelb tiirkis zitronengelb 
Cresylechtviolett . . rot gelb schwach gelb-  schwach rosa 


grin 


Ein Vergleich mit Ausschiittelversuchen, die nach Reduktion mit akti- 
viertem Wasserstoff in dicht schliefenden Pipettenflaschen — also ohne 
jeglichen O,-Zutritt — durchgefiihrt werden (Abb. 8), zeigt, wie wichtig 
volliger O,-AbschluB vor allem fiir die Beurteilung der Fluorochromierung 
ist (Tabelle 9). Die nach Reduktion im Tageslicht auftretenden Gelb-Fiir- 
bungen der Xylol-Phase sind wahrscheinlich auf die Oxazone zuriickzufiih- 
ren; Farbungen durch die Farbbasen sind nicht mehr vorhanden. Erst die 
Fluorochromierung der Xylol-Phasen nach Reduktion liefert hier den Be- 
weis, daft die jeweilige Leukoform tatsachlich in der organischen Phase an- 
gereichert ist, was in einer intensiven Gelbfluoreszenz zum Ausdruck 
kommt. Sie ist intensiver als die durch Oxazone verursachte und dadurch 
von ihr zu unterscheiden. 


b) Vitalfluorochromierungen 
§ 


Fiir Fluorochromierungen der lebenden Zelle werden Oberepidermen von Allium- 
Schuppenblattern verwendet. Wichtig ist. daB die Leukofarblésungen méglichst 
ohne vorherige Reoxydation an die lebende Zelle herangebracht werden, zumal 
— wie bereits erwahnt — gerade Leukonilblau besonders sauerstoffempfindlich ist 
und auferdem die Fluoreszenzerscheinungen durch Reoxydation verandert werden. 
Die Leukolésungen werden darum in Pipettenflaschen hergestellt. die nach dem 
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Einleiten des Wasserstoffs durch Schliff und abgeklemmten Gummischlauch luft- 
dicht verschlossen sind. Gleichzeitig wird dadurch auch die Pipette, die zum Uber- 


Tab. 9. Ausschiitteloersuche mit Xylol vor und nach Reduktion mit H, und Pd 
unter O,-Abschluf.. 





Diachromierung 


Farbstoff Vor der Reduktion | 


Nach der Reduktion 





| 
| 


Wasser Xylol Wasser Xylol 





Nilblau . | dunkelblau | goldgelb farblos gelb 


Meldolablau. . . . | dunkelviolett | gelbrosa | farblos orangerosa 
Cresylechtviolett. . | rotviolett | gelb farblos gelblich 





Fluorochromierung 


Farbstoff Vor der Reduktion | Nach der Reduktion 


| Wasser. | Xylol | Wasser Xylol 








Nilblau : <ei goldgelb keine intensiv goldgelb 
Meldolablau. .. . i intensiv gelb schwach griin intensiv zitronengelb 
Cresylechtviolett. . gelb keine intensiv gelb 


‘ tragen der Lésung dient, von Sauerstoff befreit (Abb. 8). Nach Aufbringen der 
Leukolésung wird das Objekt eingedeckt und das Deckglas sofort mit fliissiger 
Vaseline umrandet. Unmittelbar danach erfolgt 
die Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop. Gummischlauch 
Leukonilblau: Sehr bald nach Auf- 
tragen der Lésung ist eine intensive gelbe 
Sphfl. sichtbar. Diese ist an den Stellen be- 
sonders intensiv, in deren Nahe ausgeflockter 
Leukofarbstoff liegt. Es sind auch hier Spha- 
rosomen mit starkem (grofe) und weniger 
starkem (kleine) Lichthof zu sehen. ‘ : 
Leukomeldolablau: Beim Betrachten Farbstofflésung + Pd 
des Objekis ist sofort eine intensive gelbe 
Sphfl. zu erkennen, bei der ebenfalls helle 
und weniger helle Spharosomen zu unterschei- 
den sind. 


Ho-Zufuhr 


Abb. 8. Einrichtung zur Reduk- 
tion der Farbstofflésung mit 
Wasserstoff und zur Entnahme 
In allen Fallen zeigt die Plasmastrémung __reduzierter Lésung ohne Sauer- 


an, daf die Vitalitat der Zellen gut erhal- stoffzutritt. 
ten ist. 

Der auferhalb der Zelle reduzierte Farbstoff wird in der Zelle am glei- 
chen Ort sichtbar wie der durch die Lebenstatigkeit der Zelle veranderte 
Farbstoff. Die Leukoform wird in den Spharosomen lokalisiert und dadurch 
deren Fluoreszenz hervorgerufen. 

Demnach ist es wahrscheinlich, daf auch der in der Zelle reduzierte 
Farbstoff auf die gleiche Weise in die Sphairosomen gelangt. 
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c) Fettfluorochromierungen 


Ausschiittelversuche mit Xylol unter O,-Abschlu& haben bereits angedeutet, 
daB die fluoreszierenden Leukoformen von Nilblau und Meldolablau lipophilen 
Charakter haben und die organische Fliissigkeit intensiv fluorochromieren. Um 
ferner die Fluorochromierbarkeit von Fett zu priifen und um die Unterschiede 
gegeniiber den Fluoreszenzerscheinungen mit Oxazonen herauszustellen, werden 
Fettemulsionen aus Olivenél, Lecithin und der jeweiligen oxydierten oder redu- 
zierten Farbstofflésung im Verhiltnis 1 : 10.000 verwendet, wie es bereits bei den 
Phenonaphtoxazonen beschrieben wurde. Die Beobachtung erfolgt im Fluoreszenz- 
mikroskop, und zwar bei den reduzierten Formen unmittelbar nach dem Auf- 
tragen der Liésung. Das Ergebnis ist Tabelle 10 zu entnehmen. 


Tab. 10. Fluorochromierung von Fettemulsionen. 
(Mikroskopische Betrachtung.) 





Farbstoff WaBrige Grundlésung Fetttrépfchen 





Blindversuch. . .. . schwach gelblich | gelb 


ee ee ee keine | intensiv goldgelb 
Meldolablau .... . | gelblich intensiv gelb 


Cresylechtviolett .. . erdbeerrot schwach gelb 


Leukonilblau. . . . . | gelblich | intensiv gelb 


Leukomeldolablau . . schwach gelblich intensiv zitronengelb 
Leukocresylechtviolett schwach gelblich schwach gelb 


Der Unterschied in der Fluorochromierung der Fetitrépfchen besteht den 
Oxazonen gegeniiber darin, daft bei annahernd gleicher Intensitat die rot- 
gelbe Fluoreszenzfarbe der Oxazone bei den Leukobasen in gelbgriine 
Tone iibergeht. Es tritt also eine deutliche Veranderung gegeniiber der 
Fluoreszenz durch Oxazone auf, und das Ergebnis entspricht den Beob- 
achtungen, die an der lebenden Zelle gemacht werden konnten. 

Auch dieser Versuch zeigt, daft die lipophilen fluoreszierenden Leuko- 
formen von den fettigen Bestandteilen der Emulsion aufgenommen werden, 
wodurch ganz ahnliche Fluoreszenzbilder entstehen wie in der lebenden 
Zelle. 

Zwei Merkmale der Phenonaphtoxazine sind es, die im Zusammenhang 
mit der Fluoreszenzerscheinung von besonderem Interesse sind: die Oxa- 
zonbildung und die Redoxindikatoreigenschaften. 

Alle untersuchten Phenonaphtoxazine enthalten in waBriger Lésung 
Oxazone; ferner lassen sie sich durch Reduktion in Leukobasen iiberfiihren. 
Oxazone und Leukobasen zeigen lipophile Eigenschaften. Sie werden von 
lipoidhaltigen Strukturen aufgenommen und fluorochromieren diese auf 
Grund ihrer Eigenfluoreszenz. In einer reduzierten Cresylechtviolettlésung 
kénnen keine fluoreszierenden Bestandteile der Leukoform beobachtet 
werden. Die in seltenen Fallen sichtbar werdende Sphfl. ist danach dem 
Oxazon zuzuschreiben. 

Es muf also vermutet werden, daf Reduktionsvorginge in der lebenden 
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Zelle zur Bildung der Leukobasen fiihren. Fluoreszierende Leukobasen, die 
auRerhalb der lebenden Zelle hergestellt werden, ergeben dieselbe Sphfl. 
Sie weisen darauf hin, daf die durch die Lebenstiatigkeit der 
Zelle gebildeten Leukoformen wahrscheinlich nur von 
den Sphairosomen aufgenommen, jedoch nicht hier ge- 
bildet werden. 

Die Oxazone Nilrot, Meldolarot und Cresylechtrot sind auf Grund ihrer 
stark lipophilen Eigenschaften fiir Farbungen fetthaltiger Bestandteile ver- 
wendbar. Ihre Tinktionskraft ist jedoch teilweise recht schwach und die 
mikroskopische Beurteilung dieser Farbungen nicht einfach. Die fluoreszenz- 
optischen Untersuchungen haben gezeigt, daB die Oxazone sehr verschie- 
dene lipophile Besitandteile fluorochromieren. Demnach sind sie fiir spezi- 
fische Reaktionen ungeeignet, da keine Aussagen iiber die Art des lipo- 
philen Stoffes gemacht werden kénnen. 


B. Vergleichende Untersuchungen mit anderen basischen 
Farbstoffen 


1. Analyse der Fluoreszenzerscheinungen 


Nachdem versucht worden ist, einige Anhaltspunkte fiir den Mechanis- 
mus der Sphfl. mit Oxazinfarbstoffen zu finden, ist es von Interesse, fest- 
zustellen, wieweit sich die gewonnenen Erkenntnisse auf andere Farb- 
stoffe iibertragen lassen, die ebenfalls eine Sphfl. verursachen. Fiir die 
Oxazine kann gesagt werden, daft einmal Reduktionsvorgange in der 


lebenden Zelle, zum anderen die Eigenfluoreszenz der jeweiligen Leuko- 
basen die Ursachen der Sphfl. sind. Es besteht nun die Frage, ob die gleiche 
Erklarung auch fiir die friiher beschriebenen Farbstoffe (Strug ger 1939, 
Perner 1952b, Drawert 1953, Kuttig 1957) gilt, oder ob noch andere 
Einfliisse zu der gleichen Erscheinung fiihren kénnen. 


a) Abhangigkeit von der Sauerstoffspannung 

Reduktions- und Ausschiittelversuche 

Kuttig (1957) gibt fiir einen Teil der von ihr untersuchten Farbstoffe 
an, daf diese wahrscheinlich auf dem Wege einer Reduktion so verandert 
werden, daf es zu einer Fluorochromierung der Spharosomen kommt. Wah- 
rend ihre positiv verlaufenden Fluoreszenzléschversuche mit Sauerstoff 
diese Annahme stiitzen, lassen die Reduktionsversuche mit Na,S,O, keine 
eindeutigen Zusammenhinge erkennen. Es wurde bereits bei den Oxazinen 
darauf hingewiesen, daf zur richtigen Beurteilung der Fluoreszenzerschei- 
nungen absoluter SauerstoffabschluB notwendig ist. In Tabelle 11 werden 
die Ergebnisse der beiden Reduktionsverfahren gegeniibergestellt, die die 
Befunde bei Oxazinfarbstoffen auch fiir die anderen untersuchten Farb- 
stoffe bestatigen. Reduktion mit Wasserstoff unter O,-AbschluB fiihrt bei 
den von Kuttig (1957) untersuchten Farbstoffen zu mehr oder weniger 
starken Blaufluoreszenzen der Xylol-Phase. Berberinsulfat und Diazingriin 
geben dagegen Gelbfluoreszenzen. In allen Fallen sind also nach Reduktion 
Fluoreszenzerscheinungen in der organischen Phase zu verzeichnen. Es sei je- 
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doch darauf hingewiesen, da die Fluorochromierung der organischen Phase 
nach Reduktion nicht ohne weiteres als Modell fiir die Fluorochromierung 
der Sphiarosomen angesehen werden darf. 


Tab. 11. Ausschiitteloersuche mit Xylol nach Reduktion mit Na,S,O, im Reagenzglas 
und H, + Pd unter O,-Abschluf. 





Diachromierung 


Farbstoff 





Wasser Xylol 





Malachitgriin .. . farblos | farblos farblos 
Brillantgrin .. . | farblos ii farblos farblos 
Setocyanin ... . | farblos | farblos | farblos 
Viktoriablau B . . | farblos | | farblos | orange 
Viktoriablau 4R . | schwach schwach | sehr schwach 
hellblau | | blaugrau rosa 
Astrazonorange R . | farblos orange | farblos | sehr schwach 
| orange 
Bindschedlers Griin | farblos farblos farblos farblos 
Berberinsulfat . . . | gelb farblos | farblos | sehr schwach 
gelbgriin 
Diazingrin ... . | schwach violettrosa | gelblich orangerosa 
goldgelb 
Rhodamin B ... | rosa | farblos | farblos 








Fluorochromierung 





Farbstoff Na,S,0, H, + Pd 





Wasser | Xylol Wasser | Xylol 





Malachitgrin ... keine | keine keine schwach 
blaugrau 
Brillantgrin ... keine schwach griin keine blau 
Setocyanin .... keine keine keine | sehr schwach 
| blaugrau 
Viktoriablan B ../| hellblau | blau blau blau 
Viktoriablau 4R_ . |intensiv hellblau; schwach blau schwach blau intensiv hellblau 
Astrazonorange R . | keine schwach orange keine blau 
Bindschedlers Griin | keine keine keine hellblau 
Berberinsulfat . . . | schwach gelb keine keine intensiv 





zitronengelb 

Diazingriin .... gelbgriin keine gelb zitronengelb 

Rhodamin B . . . | intensiv orange | intensiv orange sehr schwach sehr schwach 
orange blaulich 


Bevor auf die Vitalfairbungen selbst eingegangen wird. sollen die reduzierten 
Lésungen, die durch Einleiten von Wasserstoff nach dem gleichen Verfahren her- 
gestellt werden, wie es fiir die Oxazine beschrieben worden ist. einer fluoreszenz- 
mikroskopischen Analyse unterzogen werden. 
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Bei fast allen gepriiften Farbstoffen (Ausnahmen: Bindschedlers Griin, 
Diazingriin) lat sich durch den eingeleiteten Wasserstoff keine Entfarbung, 
in einigen Fallen nur ein schwaches Hellerwerden erreichen. Es treten durch 
die Wasserstoffzufuhr auch kaum Ausflockungen auf, und wo dies der Fall 
ist, handelt es sich um gefarbte, nicht fluoreszierende Teilchen. Interessant 
ist jedoch die Beobachtung, daft die meisten Lésungen nach Reduktion bei 
mikroskopischer Betrachtung in geringen Mengen fluoreszierende Partikel- 
chen enthalten. Die Fluoreszenzen sind im Verhialtnis zu denen der Leuko- 
basen von Oxazinen schwach, und nur Berberinsulfat zeigt ebenso intensiv 
fluoreszierende Teilchen wie Nilblau und Meldolablau. 

Eine Fluoreszenzerscheinung kommt demnach auch hier durch reduzie- 
rende Behandlung zustande. Es besteht der Verdacht, daf, wie bei Oxazinen, 
fluoreszierende Partikel dafiir ausschlaggebend sind. Da aber diese nur in 
geringen Mengen und dazu mit schwacher Fluoreszenz vorliegen, kommt 
es vermutlich auch nur zu einer schwachen Fluorochromierung der Sphiaro- 
somen. Die meisten der untersuchten Farbstoffe lassen sich gar nicht oder 
nur schwer durch Wasserstoff entfarben, so da dieser Umstand eventuell 
fiir die schwache Fluoreszenz mitverantwortlich ist. Andererseits werden 
bei Berberinsulfat allein durch die Zufuhr des Wasserstoffs, ohne gleich- 


zeitige Entfarbung, intensiv fluoreszierende Partikel erzeugt. 


Vitalfluorochromierungen mit Farbbasen 


Als Versuchsobjekt werden die Oberepidermen der Schuppenblatter von Allium 
cepa verwendet und die Farbezeiten nach den Angaben von Kuttig (1957) be- 
messen. Fiir Betrachtungen im UV-Licht dienen die Sperrfilter BG 23 + GG 4. 

Malachitgriin: Zunachst ist nur eine rote Kernfluoreszenz vorhanden. 
Nach Bestrahlung mit Blaulicht erscheint eine diffuse orange Plasmafluoreszenz 
und darauf eine gelbliche Sphfl. Bei langerer Bestrahlung verschwindet die Plasma- 
fluoreszenz allmahlich, wahrend die Sphfl. etwa im gleichen Mafe zunimmt. 
SchlieBlich tritt auch ein Nachlassen der Sphfl. auf. 

Brillantgriin: Bei Betrachtung mit Blaulicht ist nur eine rote Kern- 
fluoreszenz zu sehen. Erst nach Bestrahlung wird eine gelbe Sphfl. und eine diffuse 
orange Plasmafluoreszenz sichtbar. Bei langerer Bestrahlung verschwindet die 
Plasmafluoreszenz wieder. 

Setocyanin: Zunachst ist nur eine rote Kernfluoreszenz vorhanden. Bei . 
Besirahlung mit Blaulicht tritt eine schwache orangegelbe Plasmafluoreszenz auf, 
der eine sehr schwache gelbliche Sphfl. folgt. 

Viktoriablau B: Bei Betrachtung mit Blaulicht ist keine Fluoreszenz zu 
sehen. Nach weiterer Bestrahlung iritt eine sehr schwache gelbliche Plasma- 
fluoreszenz auf, spiter auch eine gelbliche Sphfl. 

Viktoriablau 4R: Unter Blaulicht-Bestrahlung kommt keine Fluoreszenz 
zustande. Erst im UV-Licht wird eine hellblaue Sphfl. sichtbar. Nach UV-Licht- 
einwirkung ist auch im Blaulicht eine gelbliche Sphfl. zu sehen, Die Zellen scheinen 
aber im ganzen geschadigt zu sein. 

Astrazonorange R: Aufer einer hellgelben Kernfluoreszenz ist im Blau- 
licht eine gelbe diffuse Plasmafluoreszenz vorhanden, die zunachst keine Fluo- 
reszenz von Plasmainhaltsstoffen erkennen aft. Bei Betrachtung im UV-Licht ist 
keine diffuse Plasmafluoreszenz zu beobachten; statt dessen tritt eine hellblaue 
Sphfl. auf. Nach vorangegangener Bestrahlung mit UV-Licht ist auch im Blaulicht 
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eine gelbliche Sphfl. zu sehen, wiihrend die Plasmafluoreszenz an diesen Stellen 
geschwacht ist. 

Bindschedlers Griin: Die vorhandene schwach gelbliche diffuse Plasma- 
fluoreszenz wird bei Bestrahlung intensiver. Bei Betrachtung mit UV-Licht ist eine 
hellblaue Sphfl. zu erkennen. Nach UV-Lichtbestrahlung zeigt sich auch im Blau- 
licht eine gelbe Sphfl.. wihrend die diffuse Plasmafluoreszenz verschwunden ist. 

Berberinsulfat: Eine gelbe Kern- und Plasmafluoreszenz und eine ver- 
haltnismaRig schwache Sphfl. sind vorhanden. Die Sphfl. wird nach einiger Zeit 
deutlicher. 

Diazingriin: Wahrend bei Betrachtung im Blaulicht vorerst keinerlei 
Fluoreszenz sichtbar ist, kommt nach einiger Zeit Bestrahlung eine orangerote 
Plasmafluoreszenz auf, die allmahlich heller und gelber wird. Danach werden 
auch gelblich fluoreszierende Spharosomen sichtbar. Bei weiterer Bestrahlung ver- 
schwindet die Sphfl. in der stirker werdenden Plasmafluoreszenz. 

Rhodamin B: Im diffus goldgelb fluoreszierenden Plasma sind starker 
fluoreszierende Bestandteile enthalten, die nicht naher zu identifizieren sind. 
Sphfl. ist nicht vorhanden. 


Vergleicht man die Ergebnisse mit denen von Nilblau und Meldolablau, 
so fallt auf, daB aufer bei Berberinsulfat in keinem Falle die Sphfl. wie 
bei den Oxazinen beim Betrachien im Blaulicht sofort vorhanden ist. Erst 
die Einwirkung der kurzwelligen Strahlung ist notwendig, um eine Fluo- 
reszenz auszulésen. Bemerkenswert ist ferner, wie auch Kuttig (1957) 
feststellt, da der Sphfl. fast immer eine diffuse Plasmafluoreszenz voraus- 
geht. Karber (1958) macht die gleichen Angaben fiir Berberinsulfat und 
Diazingriin bei Fluorochromierungen von Hefezellen. Da es sich bei den 
verwendeten Farbstoffen um Plasmafarber handelt, scheint demnach die 
Fluoreszenz erzeugende Verainderung am primaren Speicherort stattzu- 
finden. 


Vitalfluorochromierungen mit Leukobasen 


Sollte bei diesen Farbstoffen der gleiche Mechanismus zur Sphfl. fiihren 
wie bei den Oxazinen, so miiRten auch Farbungen mit den Leukobasen zu 
den gleichen positiven Ergebnissen fiihren. Bisher wird vermutet, daB die 
fluoreszierenden Partikelchen in der Leukolésung fiir die Fluorochromie- 
tung verantwortlich sind. Diese Vermutung wird auch hier durch die Er- 
gebnisse der Vitalfluorochromierungen mit Leukobasen unterstiitzt. Mit fast 
allen gepriiften Leukolésungen kénnen Fluorochromierungen der Sphiaro- 
somen erzielt werden. Der Intensitat des Fluoreszenzlichtes entsprechend. 
das die Partikel der Leukolésungen aussenden. werden schwache oder 
starke Sphfl.en hervorgerufen. Nilblau, Meldolablau und Berberinsulfat 
enthalten nach Einleiten von Wasserstoff in ihren Lésungen intensiv fluo- 
reszierende Teilchen, die bei Vitalfarbungen die Spharosomen ebenfalls 
intensiv fluorochromieren. Die von Kuttig (1957) untersuchten Farb- 
stoffe zeigen dagegen durchweg nur wenige, schwach fluoreszierende Be- 
standteile in den Leukolésungen, die die Spharosomen enisprechend schwach 
fiuorochromieren. Man muf aus den Ergebnissen folgern, daf ahnliche Ein- 
fliisse. wie sie im Modellversuch durch die Zufuhr aktivierten Wasserstoffs 
herbeigefiihrt werden. im Zellinnern die Farbstoffe verandern, da® durch 
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das Stoffwechselgeschehen fluoreszierende Teilchen gebildet werden, die 
sich an derartigen Plasmainhaltsstoffen anlagern oder in ihnen lésen, die 
auf Grund lipophiler Beschaffenheit in der Lage sind, lipophile Stoffe 
aufzunehmen. 


Fluoreszenzléschversuche 


Alle Ergebnisse sind eine Bestaétigung der Annahme, daft die Sphfl. von 
der Sauerstoffspannung abhangig ist, wie es auch von anderen Autoren 
vermutet wird (Drawert 1952a, Gutz 1955, Kuttig 1957). Sie geben 
an, dai sich die Fluoreszenz durch Sauerstoffzugabe sofort léschen laBt. 

Um dies nacnzupriifen, werden Zwiebelepidermen nach dem Farben in Schal- 
chen direkt mit 1%igem H,O, ausgewaschen, dann erst auf den Objekttrager ge- 


bracht, eingedeckt und betrachtet. Zum Vergleich werden gleichzeitig gefarbte 
Epidermen mit Leitungswasser ausgewaschen. 


Danach lassen sich drei verschiedene Ergebnisse feststellen: 

1. eine recht schwache, aber unverandert erhaltene Sphfl. bei Cresyl- 
echtvioleit; 

2. eine erhaltene, aber geschwachte Sphfl. bei Nilblau und Meldolablau; 

3. keine Sphfl. bei Malachitgriin, Brillantgriin, Viktoriablau B, Viktoria- 
blau 4 R, Astrazonorange R, Bindschedlers Griin, Berberinsulfat, Diazin- 
grin. 

Die Sphfl. mit Cresylechiviolett, die nur in seltenen Fallen sichtbar wird, 
ist demnach vollig unabhangig von der O,-Spannung und lediglich dem 
Oxazon Cresylechtrot zuzuschreiben. Fiir Nilblau wird von Gutz (1955) 
die O,-abhangige Sphfl. der Farbbase und die O,-unabhangige Sphfl. des 
Nilrots angegeben. Ihm gelingt es, bei Mucor racemosus die O.-abhingige 
Fluoreszenz durch H,O,-Behandlung zu léschen und nur eine durch Nilrot 
verursachte, schwache Restfluoreszenz zu behalten. Die oben beschriebene, 
geschwachte Sphfl. bei Nilblau und Meldolablau riihrt aber wahrscheinlich 
nicht nur von den jeweiligen Oxazonen her. Die Beobachtungen lassen ver- 
muten, daft, gerade in Anbetracht der besonderen Intensitat, ein Rest der 
O,-abhiangigen Sphfl. erhalten ist. Gutz (miindliche Mitteilung) weist 
darauf hin, daB sich die Sphfl. an Zwiebelepidermen nicht in entsprechen- 
der Weise mit H,O, léschen laBt wie bei Mucor. Die schwachen Sphfl.en 
der iibrigen Farbstoffe treten nach H,O,-Behandlung nicht mehr auf, eine 
Bestatigung der Angaben von K uttig (1957). 

b) Abhangigkeit von der Natur des aufnehmenden Substrates 

Es ist nicht gesagt, daB die Sauerstoffspannung allein als Ursache 
fiir die Sphfl. anzusehen ist. Bisher konnte festgestellt werden, daff es die 
fluoreszierenden Partikel der Leukolésungen sind, die die Fluoreszenz 
direkt verursachen. Auferdem kann auch die besondere Beschaffenheit der 
aufnehmenden Zellbestandteile fiir das Sichtbarwerden der Fluoreszenz mit- 
bestimmend sein. Von verschiedenen Seiten ist der besondere Lipoidreich- 
tum der Spharosomen hervorgehoben worden. Perner (1953) gelingt im 
postvitalen Zustand der Fettnachweis, und er beschreibt nach fetilésender 
Behandlung einen Restkérper von vermutlich proteidartiger Beschaffenheit. 
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Wenn auch bis jetzt noch keine naheren Angaben iiber die Art der fett- 
und eiweifhaltigen Komponenten gemacht werden konnten, so ware doch 
das Verhalten dieser Stoffe gegeniiber den hier untersuchten Farbstoffen 
und ihren Leukobasen im Hinblick auf das Zustandekommen der Fluo- 


Tab. 12. Fluorochromierung von Fettemulsionen. 
(Mikroskopische Betrachtung.) 
Farbbasen. 





| 

| WaBrige Grundlésung 

| 
9 


Farbstoff Fetttrépfchen 





Nilblau . 
Meldolablau . 
Cresylechtviolett. . . | 


keine 
gelblich 


intensiv goldgelb 
intensiv gelb 
schwach gelb 





Malachitgriin schwach gelblich 


Brillantgriin 


Astrazonorange R. . | 


Viktoriablau B 


schwach gelb 
gelb 
schwach gelblich 


Viktoriablau 4 R 
Bindschedlers Griin 
Berberinsulfat . . . 
Diazingrin . . 
Rhodamin B . 


schwach gelblich 
schwach gelb 
intensiv gelb 
schwach gelb 

intensiv goldgelb 


schwach gelblich 
intensiv gelb 
keine 
| intensiv goldgelb 


Leukobasen. 





Farbstoff WaBrige Grundlésung | Fetttrépfchen 





Nilblau . a oe 
Meldolablau. .. . 
Cresylechtviolett . 


gelblich intensiv gelb 
schwach gelblich | intensiv zitronengelb 
schwach gelblich schwach gelb 


schwach gelblich | schwach gelblich 
gelblich schwach gelb 
schwach gelblich gelb 
keine | schwach gelblich 
schwach gelblich 
schwach gelb 





Malachitgriin : 
Brillantgrin ... . | 
Astrazonorange R . . | 
Viktoriablau B 
Viktoriablau 4R 
Bindschedlers Griin . | 
Berberinsulfat . 
Diazingrinm . . 
Rhodamin B 


keine 
schwach gelblich | 

gelb | intensiv zitronengelb 

gelb | intensiv goldgelb 
intensiv goldgelb intensiv goldgelb 


reszenzerscheinungen von Interesse, zumal daraus vielleicht weitere Er- 


kenntnisse iiber die stoffliche Beschaffenheit der Spharosomen gewonnen 
werden kénnien. 


Versuche mit Fetten 


Schon bei den Oxazinfarbstoffen ist festgestellt worden, daf sich sowohl 
Oxazone als auch Leukobasen auf Grund ihrer lipophilen Eigenschaften in 
fettigen Bestandteilen anreichern und dort charakteristische Fluoreszenzen 
verursachen. Vergleichende Versuche mit Olivenélemulsionen sind fiir alle 





Mechanismus der Sphirosomenfluoreszenz mit Oxazinen 


Tab. 13. Fluorochromierung von Eimeifstoffen. 


(Mikroskopische Betrachtung.) 





Farbstoff Cytoplasma | HiihnereiweiB Fibrin 





Nilblau keine orangerot schwach orangerot 
(nach Bestr. heller u. 
gelblicher) 
gelb (nach Bestr. 
intensiver) 


intensiv erdbeerrot 


Meldolablau gelb gelb 


Cresylechtviolett intensiv erdbeerrot 
erdbeerrot 
Malachitgriin . orange 


schwach orange schwach gelblich (nach 


Bestr. intensiv orange) 
Brillantgriin . orange orangerot schwach orange (nach 
Bestr. intensiv orange) 


Setocyanin 


- schwach rot 
Viktoriablau 4R . 


schwach rétlich (nach 
Bestr. !) 
intensiv gelb 
gelblich 
intensiv gelb 
schwach rotlich (nach 
Bestr. goldgelb) 


schwach orange 
keine schwach gelblich, 


teilweise keine 
Astrazonorange R 
Bindschedlers Griin . 
Berberinsulfat 
Diazingriin . 


gelb 
gelblich 

gelb 
orange 


intensiv gelb 


intensiv gelb 


Tab. 14. Fluorochromierung von Starke- und Aleuronzellen bei Triticum. 





Farbstoff Starkezellen Aleuronzellen 





Nilblau . 


Meldolablau . 


Cresylechtviolett . 
Malachitgriin 


Brillantgriin 
Setocyanin 
Viktoriablau B 


Viktoriablau 4R 


Astrazonorange R . 


Bindschedlers Griin 


Berberinsulfat . 
Diazingriin 


Rhodamin B 


schwach dunkelrot 

schwach gelblich 
bis orange 

leuchtend hellrot 
schwach rot 


| 


schwach rot 
rot 
keine 


keine 
intensiv gelb 
keine bzw. schwach | 

gelblich 

intensiv gelb 

keine bzw. schwach | 

orange 

intensiv goldgelb 


goldgelb bis orange 
intensiv goldgelb 


orange 


| nach Bestr.: orange, 


dann gelb 


| nach Bestr.: orange, 


dann gelb 
keine (teilweise nach 
Bestr.. gelblich) 
keine (teilweise nach 
Bestr. schwach gelb) 
nach Bestr. gelb 
intensiv gelb 
sehr schwach gelblich 
bis orange 
intensiv gelb 
keine, teilweise sehr 
schwach orange 
intensiv goldgelb 
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bisher untersuchten Farbstoffe, die eine Sphfl. verursachen, in Tabelle 12 
dargestellt. 

Wahrend sich bei den Oxazinfarbstoffen die Fluorochromierungen der 
Fetttrépfchen durch die Farbbase und durch die Leukobase in der Fluo- 
reszenzfarbe unterscheiden, treten bei allen anderen Farbstoffen, ausge- 
nommen Berberinsulfat und Diazingriin, keine derartigen Unterschiede auf. 
Obwohl bei Oxazinen die Fettfluorochromierung durch die Farbbasen dem 
jeweiligen Oxazongehalt zuzuschreiben ist und alle anderen Farbstoffe 
keine entsprechend reagierenden Komponenten enthalien, sind auch nach 
Reduktion keine intensiven Fettfluoreszenzen zu sehen. Die Fluorochro- 
mierung ist vielmehr so schwach, daf sie sich nicht wesentlich von der 
Eigenfluoreszenz der Fetttrépfchen abhebt. 

Es kann danach kein Anhaltspunkt gefunden werden, daf die fettigen 
Bestandteile eines Substrats fiir das Zustandekommen der Fluoreszenz- 
erscheinung mitverantwortlich sind. Die mehr oder weniger intensiv fluo- 
reszierenden Teilchen der Farb- oder Leukolésungen scheinen auch hier 
allein den Ausschlag dafiir zu geben, daf es iiberhaupt zu einer Fluoreszenz 
kommt, wahrend der fett- oder lipoidhaltige Stoff lediglich lipophile Be- 
standteile aufnimmt. Handelt es sich dabei um fluoreszierende lipophile 
Teilchen, so wird damit das aufnehmende Substrat elektiv fluorochromiert. 


Versuche mit Eiwei®stoffen 


Interessant ist ferner das Verhalten von Eiweif, das jedoch nur im denaturier- 
ten Zustand zur Verfiigung steht. Hiihnereiweif (Serosa eines gekochten Hiihner- 
eies) und frischgefalltes Fibrin werden etwa 20—30 Min. gefirbt. Es soll festgestellt 
werden, ob Eiweif einen Einflu® auf die Fluoreszenz ausiibt und ob eventuell eine 
Eiweifkomponente an dem Zustandekommen der Sphfl. beteiligt ist (Tabelle 13). 


Die Ergebnisse an Hiihnereiweif8 und Fibrin stimmen weitgehend iiber- 
ein. Auffallend ist die Ahnlichkeit der Fluoreszenzfarben mit denen der 
diffusen Plasmafluoreszenzen, die teilweise bei Vitalfluorochromierungen 
beobachtet werden. An anderer Stelle ist bereits gesagt worden, da es sich 
bei den untersuchten Farbstoffen vorwiegend um Plasmafarber handelt. 
Danach ist es nicht verwunderlich, wenn Plasmafluoreszenzen auftreten. 
Diese werden aber i. allg. erst nach Einwirkung des kurzwelligen Lichtes 
sichtbar. Es drangt sich darum die Frage auf, ob die Fluoreszenzerschei- 
nungen im Cytoplasma nicht bereits eine Folge der Denaturierung des 
Plasmas durch die kurzwellige Strahlung sind. Andererseits besteht die Még- 
lichkeit einer Veranderung des Farbstoffes durch die Bestrahlung, da auch 
in verschiedenen Fallen am gefarbten denaturierten Modelleiweif nach 
Bestrahlung eine Fluoreszenz zustande kommt oder diese intensiver wird. 
Auf beides wird noch besonders eingegangen. Es soll jedoch in diesem Zu- 
sammenhang schon darauf hingewiesen werden. 

Eine Ubereinstimmung mit der Sphfl. ist nicht zu sehen. 


Versuche mit Friichten von Triticum 


Die in Getreidekérnern enthaltenen. verschiedenen Speicherstoffe sollen in 
ihrem Verhalten gegeniiber den Farbstoffen gepriift werden. Dies scheint insofern 
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lohnend, als nebeneinander Eiweif, Fett und Kohlehydrate vorkommen. In den 
Aleuronzellen ist jedoch nicht zwischen Eiweif- und Fettkomponenten zu unter- 
scheiden, so daf die fluoreszenzoptische Gegeniiberstellung auf die Aleuronzellen 
einerseits und die Starkezellen andererseits beschriankt bleibt. 

Querschnitte durch die Weizenkérner werden 10—1i5 Min. lang auf dem Ob- 
jekttriger in reichlicher Farblésung 1 : 10.000 gefarbt und nach dem Auswaschen 
im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Fluorochromierung der Stirkezellen und 
der Aleuronschicht ist in Tabelle 14 zusammengestellt. 

Wihrend die Starkezellen haufig nur schwach oder gar nicht fluorochromiert 
werden, hebt sich die Aleuronschicht durch intensivere Fluoreszenzen ab. Bei Nilblau, 
Meldolablau und Cresylechtviolett ist es sehr wahrscheinlich, daB das in den 
Farbstofflésungen enthaltene Oxazon die elektive Fluorochromierung der Aleuron- 
zellen verursacht. Mit den Farbstoffen, die bereits in wa@riger Lésung eine Fluo- 
reszenz zeigen, ist keine genaue Differenzierung méglich, da alle Bestandteile des 
Objektes mehr oder weniger von der gleichen Fluoreszenzfarbe iiberstrahlt werden 
(Astrazonorange R, Berberinsulfat, Rhodamin B). Bei Cresylechtviolett ist dieser 
Effekt gemildert, da sich die durch das Oxazon erzielte Fluoreszenz der Aleuron- 
zellen durch andere Farbténe abhebt. Durch die restlichen Farbstoffe wird in der 
Aleuronschicht i. allg. erst nach Bestrahlung eine Fluoreszenz erzielt. Entsprechen- 
des ist bei der Fluorochromierung denaturierten Eiweifes und beim Auftreten 
einer Plasmafluoreszenz beschrieben worden. 

Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung des Substrates am Zustandekommen der 
Fluoreszenz lassen sich auch aus diesen Versuchen nicht entnehmen. 

Danach scheint die Wirkung fett- oder lipoidhaltiger Stoffe ausschlieBlich in 
ihrer Fahigkeit zu liegen, lipophile Substanzen zu lésen oder zu adsorbieren. So- 
fern diese Substanzen ein Fluoreszenzlicht aussenden, wird gleichzeitig das lipoid- 
haltige Substrat fluorochromiert. 


2. Die Grenztlachenspannung zwischen wafriger und 
organischer Phase 


Zwei Tatsachen haben sich herausgestellt, die fiir das Auftreten einer 
Sphfl. verantwortlich sind: 

1. die Abhangigkeit der Fluoreszenz von der Sauerstoffspannung, 

2. die lipophile Beschaffenheit des fluoreszierenden Stoffes. 

Der Lipoidreichtum der Spharosomen ist bereits mehrfach hervorgehoben 
worden (Perner 1952a, Drawert 1952a, 1953). Nicht geklart ist die 
Frage, ob es sich um eine Lésung der fluoreszierenden Teilchen in der lipo- 
philen Phase der Sphirosomen handelt oder ob eine Adsorption an der 
Oberflache ,dieser Plasmainhaltsstoffe erfolgt. Es ist bekannt, daf fiir den 
Vorgang einer Adsorption die Grenzflachenspannung der beiden Systeme 
von Bedeutung ist. Ein Stoff, der sich an der Grenzflache zweier Phasen an- 
reichert, wird als oberflachenaktiv bezeichnet. Oberflachenaktive Stoffe 
erniedrigen die Oberflachenspannung und werden von der Grenzflache 
Serer Der Einflu? der Leukofarbstoffe 

Es besteht nun die Méglichkeit, daB es sich bei den Leukoformen der 
Farbstoffe um grenzflachenaktive Substanzen handelt, die durch ihre Akti- 
vitit an der Oberflache der Spharosomen angereichert werden. 

Moricard und Gothié (1941) messen die Grenzflichenspannung waBriger 
Farblésungen gegen Paraffinél, Olivenél und Olsaure. Sie geben fiir Methvlenblau 
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und Nilblau sowie fiir deren mit Na,S.O, hergestellte Leukoformen Werte an, aus 
denen zu entnehmen ist, da die Grenzflachenspannung zwischen den beiden 
Phasen nach Reduktion teilweise niedriger ist als bei der normalen Farbliésung. 
Sollten diese Daten auch fiir andere Leukofarbstoffe, beispielsweise fiir die zur 
Sphfl. fiihrenden, zutreffen, so wire damit ein weiterer Hinweis auf eine Adsorp- 
tion an der Oberfliche der Sphirosomen gegeben. 

Fiir Messungen der Grenzflichenspannung zwischen wafriger und organischer 
Phase stehen organische Fliissigkeiten zur Verfiigung, die wohl als Modellsub- 
stanzen verwendbar sind, jedoch nichts iiber die tatsachlichen Verhiltnisse in der 
lebenden Zelle aussagen. So schreibt He r¢ik (1934): Wir diirfen nicht annehmen, 
daf ein gegen Benzol oberflaichenaktiver Stoff auch in der Zelle gegen eine proto- 
plasmatische Phase oberflaéchenaktiv ist.“ Es mu nach Heréik (1934) ferner 
beriicksichtigt werden, ..daf die Grenzflaichenaktivitaét eines aktiven Stoffes an der 
Grenze zweier Phasen mit dem Polarititsunterschied dieser Phasen immer zu- 
nimmt*. Danach lassen sich bereits unterschiedliche Ergebnisse bei verschiedenen 
organischen Fliissigkeiten voraussagen. 

Um die Grenzflaichenaktivitaét einiger Leukofarbstoffe zu bestimmen, werden 
Messungen gegen Xylol, Chloroform und Olivenél angestellt. Dazu dienen Farb- 
lésungen in der Verdiinnung 1: 10.000; die Reduktion erfolgt mit jeweils der 
gleichen Menge Na,S,O,. Die Messungen, die nach Reduktion mit aktiviertem 
Wasserstoff durchgefiihrt worden sind, kénnen nicht ausgewertet werden, da sich 
das zur Aktivierung des Wasserstoffs zugegebene Pd nach dem Schiitteln in der 
Grenzflaiche in Form von Flocken ansammelt und beim Trennen der Phasen heraus- 
fallt. Anhaftender Farbstoff wird dadurch mit entfernt, so da die stark variieren- 
den Ergebnisse auf diesen inkonstanten Voraussetzungen beruhen. 

Da die Grenzflichenspannung zweier sich im Gleichgewicht befindenden Pha- 


sen der Differenz der Oberflichenspannungen der beiden Phasen enispricht, be- 
rechnet man sie aus den gemessenen Oberflachenspannungen der beiden Phasen. 
Die Phasen werden nach zweistiindigem Schiitteln und Absetzenlassen getrennt und 
die Oberflachenspannungen mit dem Lenardbiigel und einer zweiarmigen Torsions- 
waage gemessen. 


Zu bestimmen ist: 

1. die Grenzflachenspannung der unbehandelten Farbliésung gegen eine orga- 
nische Phase, 

2. die Grenzflichenspannung der reduzierten Farblisung gegen eine orga- 
nische Phase. 

Zu berechnen ist danach: 

1. die Differenz, die sich aus den Grenzflachenspannungen vor und nach der 
Reduktion ergibt, 

2. die Veranderung nach der Reduktion unter Abzug des Blindwertes (Ver- 
anderung durch das Reduktionsmittel). 

Die Werte sind den Tabellen 15, 16 und 17 zu entnehmen. 

Entscheidend fiir die Beurteilung der Ergebnisse ist die Veranderung der 
Grenzflichenspannung nach Reduktion, und zwar die Veranderung, die allein 
durch die entstandene Leukoform hervorgerufen wird. Eine Veraénderung durch 
das Reduktionsmittel mu& abgezogen werden. Handelt es sich um eine Adsorption 
der Leukoformen an der Grenzfliche der beiden Phasen, so ist eine Herabsetzung 
der Grenzflichenspannung zu erwarten. Aus den Werten gegen Xylol und Chloro- 
form la&t sich fiir einige Leukoformen eine derartige Herabsetzung ablesen. Sie 
trifft im wesentlichen fiir die Oxazinfarbstoffe und Berberinsulfat zu, wahrend 
Malachitgriin, Astrazonorange R und Viktoriablau 4 R eine Abnahme ihrer Aktivi- 
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tit aufweisen. Die Ergebnisse miiRien durch weitere Messungen stabilisiert werden. 
Soweit eine Deutung schon jetzt statthaft ist, kénnte ein Zusammenhang mit dem 
zeitlichen Auftreten der Sphfl. gesehen werden. Die Oxazine und Berberinsulfat 


Tab. 15. Die Grenzflaichenspannung gegen Xylol und ihre Verdnderung nach 
Reduktion mit Na,S,O,. Es bedeuten: — = Herabsetzung der Grenzflichenspannung 
nach Reduktion. + = Erhéhung der Grenzflichenspannung nach Reduktion. 





| Vor Reduktion Nach Reduktion 


Farbstoff Xylol Xylol Differenz Dies — 
[dyn/cm] [dyn/cm] [dyn/cm] Biindwert 
[dyn/cm] 
Aqua dest... . . | 31,21 21,96 | 9,25 | ée 
FORE se oe te 25,79 15,68 10,11 0,86 
Meldolablau. .. . 29,19 20,30 8,89 + 0,36 
Cresylechtviolett. . 28,83 16,08 | 12,75 3,50 
Malachitgriin .. . 27,09 28,40 + 1,31 + 10,56 
Astrazonorange R . 22,24 25,84 + 3,60 + 12,85 
Viktoriablau 4R . 24,44 25,97 + 1,53 + 10,78 
Berberinsulfat . . . 27,89 18,54 9,35 — 0,10 





scheinen grenzflachenaktive Leukoformen zu bilden, die auf Grund ihrer positiven 
Adsorption zur Sphfl. fiihren (ausgenommen Cresylechiviolett, das keine fluo- 
reszierende Leukoform bildet). Malachitgriin, Astrazonorange R und Viktoriablau 


Tab. 16. Die Grenzflichenspannung gegen Chloroform und ihre Veranderung nach 
Reduktion mit Na,S,O,. (Erlauterung s. Tab. 15). 





| Vor Reduktion Nach Reduktion 





| Di me 
Farbstoft Chloroform Chloroform Differenz Ditissens 
Blindwert 


[dyn/em] [dyn/cm] [dyn/cm] lapejena 





Aqua dest... .. 27,6: 23,51 4,14 — 

Wee se Sl 22,05 16,45 5,64 1,50 
Meldolablau. . . . | 20,85 10,45 6,31 
Cresylechtviolett. . | 2s 20,36 9,57 5,43 
Malachitgriin ... 26,§ 22,62 4,28 0,14 
Astrazonorange R . 22 29,82 + 7,32 11,46 
Viktoriablau 4R . 25 24,38 1,23 2,91 
Berberinsulfat . . . i 21,06 5,38 1,24 


4R wirken dagegen nach Reduktion nicht erniedrigend auf die Grenzflachenspan- 
nung. Es besteht aus diesem Grunde keine Veranlassung, daft sie in der Grenz- 
fliche angereichert werden. Méglicherweise liegt hierin die Ursache fiir die erst 
sekundar auftretende Sphfl. 

Aus den Messungen gegen Olivenél kénnen keine derartigen Schliisse gezogen 
werden. Da aber, wie gesagt, die Grenzflaichenaktivitat eines aktiven Stoffes mit’ 
dem Polaritatsunterschied der Phasen zunimmt, kann das abweichende Verhalten 
an der Grenzflaiche Wasser-Olivenél mit dem geringeren Polaritatsunterschied 
gegeniiber den beiden anderen organischen Fliissigkeiten erklart werden. 
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Die Deutung der MefRergebnisse lat sich in die Erklarung iiber das 
Zustandekommen der Sphfl. einordnen. Die Werte sprechen gerade bei den 
Farbstoffen fiir eine Adsorption, die intensive Sphfl.en verursachen. Den- 
noch sollen die Ergebnisse nur als Hinweis auf mégliche physikalisch- 
chemische Vorgange im Zellinnern gewertet werden, da die Versuche mit 
Modellsubstanzen keine Gewahr fiir entsprechende Erscheinungen in der 
lebenden Zelle bieten. Auch diese Modellversuche sind ausschlieBlich als 
Anhaltspunkte anzusehen. Sie sollen die vielen Prozesse im lebenden Or- 
ganismus, die man bereits mit Hilfe der Oberflachenspannung zu erkliren 


Tab. 17. Die Grenzflichenspannung gegen Olivendl und ihre Verinderung nach 
Reduktion mit Na,S,O,. (Erlauterung s. Tab. 15). 





Vor Reduktion Nach Reduktion 
Preeed ee iar : ———— 


Farbstoff Olivenél Olivenél | Differenz Differenz — 
Blindwert 


[dyn/cm] [dyn/em] [dynjee) [dyn/em] 











Aqua dest... .. 18,09 0,14 17,95 - 

TN es ss 12,13 3,59 8,54 + 9,41 
Meldolablau. . . . 14,74 3,81 10,93 + 17,02 
Cresylechtviolett . . 19,17 5,85 13,32 + 4,63 
Malachitgriin .. . 20,84 1,75 19,09 — 1,14 
Astrazonorange R . 11,84 6,09 5,75 | + 12,20 
Viktoriablau 4R . 18,65 3,17 15,48 + 2,47 
Berberinsulfat . . . 17,28 1,24 16,04 | + 1,91 


versucht, nicht um einen weiteren vermehren. Im gleichen Sinne warnt 
Heréik (1934), indem er schreibt: ..Wenn man bedenkt, daf fiir jede 
dieser Erscheinungen eine besondere Hypothese aufgestellt wird, mu man 
anerkennen, daff von der Oberflachenspannung so viel verlangt wird, daB 
sie nicht geniigend leisten kann.“ 


3. Die Einwirkung der UV-Sirahlung 
a) Verainderung der Farbstoffe 


Fiir das Auftreten einer Fluoreszenzerscheinung in der lebenden Zelle 
sind zu Beginn dieser Ausfiihrungen verschiedene Méglichkeiten in Be- 
tracht gezogen worden. Obwohl bereits einige Aussagen iiber den Mecha- 
nismus der Sphfl. gemacht werden konnten, besteht der Verdacht, dai noch 
andere Faktoren daran beteiligt sind. Die Vitalfluorochromierung mit den 
von Kuttig (1957) untersuchten Farbstoffen ergibt, daf erst die Ein- 
wirkung der kurzwelligen Strahlung zur Auslésung einer Fluoreszenz- 
erscheinung noitwendig ist (vgl. S. 454). Demnach ist es nicht ausgeschlossen, 
daf durch das UV-Licht die Farbstoffe verandert und damit sekundar zur 
Abgabe eines Fluoreszenzlichtes befahigt werden. 


Strugger (1941) stellt eine Wirkung des UV-Lichtes auf das mit Pyronin 
fluorochromierte Cytoplasma fest. Als Folge werden Farbstoffverschiebungen sicht- 
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bar. Drawert und Karber (1956) berichten von einer durch Berberinsulfat 
verursachten Granulafluoreszenz in Hefezellen, die erst nach einer gewissen Be- 
strahlungszeit erscheint. 

Drawert und Metzner (1956) geben fiir Neutralrot eine Verainderung 
durch UV-Licht an. Eine intensive Fluoreszenzerscheinung ist die Folge. Es kénnen 
auch Zusammenhinge mit einer durch Reduktion gewonnenen, dhnlich fluores- 


Tab. 18. Bestrahlung von Farbstoffen mit UV-Licht, Es bedeuten: + + = normal 
gefarbt; intensive Fluoreszenz, + —=schwach gefarbi; schwache Fluoreszenz, 
+= fast entfairbt; sehr schwache Fluoreszenz, —=entfarbt; keine Fluoreszenz. 





Diachromierung Fluorochromierung 
der waBrigen Phase| der Xylol-Phase 
Farbstoff BEES RSS ats Mike. del e 
vor nach vor 


Bestrahlung Bestrahlung 





Nilblau . 
Meldolablau . 
Cresylechtviolett . 
Malachitgriin 
Brillantgriin . 
Viktoriablau4 R . 
Astrazonorange R 


VOM ee 


I 


Bindschedlers Griin 
Berberinsulfat . 


V 


VAAN AOARNOAA 


zierenden Form des Farbstoffes gesehen werden. Imamura und Koizumi 
(1955) beschreiben das Ausbleichen verdiinnter, wafriger Eosin-, Erythrosin- und 
Uraninlésungen im Licht, das u. U. erst nach Entfernung von Sauerstoff zustande 
kommt. Ferner ist bekannt, daf® unter Lichteinwirkung eine véllig farblose TTC- 
Lésung rosa gefarbt wird, was auf eine beginnende Reduktion zu rotem Formazan 
schlieRen lat. Danach besteht die Méglichkeit, daB auch im vorliegenden Fall die 
Einwirkung des kurzwelligen Lichtes Verainderungen der Farbstoffe verursacht, 
die den nach reduzierender Behandlung erhaltenen Leukoformen ahnlich sind. 

Um das Verhalten der Farbstoffe unter dem Einflu8 des ultravioletten Lichtes 
zu priifen, werden wafrige, mit Xylol iiberschichtete und geschiittelte Farblésun- 
gen 1: 10.000 etwa 1 Std. mit einer Quecksilberdampf-Héchstdrucklampe bestrahlt. 
Da die dabei auftretende starke Erwarmung ebenfalls als verandernde Ursache 
in Betracht kommt, wird eine gleiche Probe im Wasserbad erwarmt und als Ver- 
iinderung durch das UV-Licht nur das gewertet, was sich als Differenz beim Ver- 
gleich der bestrahlten und unbestrahlt erwarmten Proben ergibt (Tabelle 18). Die 
Versuche haben rein informatorischen Charakter und miiftten zur naheren Unter- 
suchung des Problems in gréRerem Mafstab durchgefiihrt werden. 


Bei fast allen Farbstoffen ist ein mehr oder weniger starkes Ausbleichen 
der wafrigen Phase zu sehen, wahrend die Fluoreszenz der Xylol-Phase 
in den meisten Fallen zunimmt. Obwohl durch Reduktion ahnliche Effekte 
hervorgerufen werden, sind aus diesen Vorversuchen keine Aussagen iiber 
die Art der Veranderung zu machen. Es soll nur hervorgehoben werden, 
daB auch auBere Einfliisse wie die des ultravioletten Lichtes bei der Be- 
urteilung intrazellularer Erscheinungen beriicksichtigt werden miissen. 
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b) Verainderung der Plasmaproteine 


(Literaturbeitrag) 


Der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungsmethode ist in letzter Zeit vor 
allem bei der Untersuchung lebender Objekte besondere Bedeutung beigemessen 
worden. Daf die dafiir verwendete kurzwellige Strahlung von schaédigendem Ein- 
flu@ fiir das betrachtete Objekt ist, scheint nicht immer geniigend beachtet zu 
werden. Aus der Literatur ist bekannt (Simonis 1956), daf zahlreiche Sub- 
stanzen in der Zelle Absorptionsbanden im wirksamen Spektralbereich des ultra- 
violetten Lichtes besitzen und da es vor allem die Proteine, Purin- und Pyri- 
midinsysteme sind, deren Spektren den Absorptionsverlauf der Zellen im UV-Licht 
bestimmen. Es wird ferner betont, da die Energie der Quanten in diesem Wellen- 
langenbereich so grof ist, da die die Lebensvorginge zerstérende Wirkung 
iiberwiegt. Diese Angaben geniigen bereits, um die im UV-Licht betrachteten 
Vorgainge in der vermeintlich noch lebenden Zelle auferst kritisch zu_ be- 
urteilen. 

Denaturierungserscheinungen an den verschiedensten Eiweifstoffen und Amino- 
sduren nach UV-Einwirkung werden von vielen Autoren angegeben (Buchman 
und Manojlov 1949, Jirgensons 1950, Feldman 1950, Kaplan und 
Fraser 1952, Schocken 1952, Schuberth 1956, Moring Claesson 
1956). Bei den Veranderungen soll es sich vor allem um Oxydationsprozesse han- 
deln (Fiala 1947, Giese 1950). Als besonders UV-sensibel wird die DNS hervor- 
gehoben (Giese 1950, Errera 1953, Butler 1955). Die Folge der Beeinflussung 
ist eine Hemmung der Eiweif- und Enzymsynthese und im Endeffekt der Zelltod. 
Yost, Robson und Spiegleman (1956) stellen eine Abnahme der Cyto- 
chromoxydase-Aktivitat fest. Toth (1949) berichtet von Permeabilitaétsinderungen 
an Allium-Epidermen, und Hartel und Vukovits (1952) schlieBen aus einer 
stark erhéhten Kutikulartranspiration und verminderter Hygroskopizitaét auf eine 
Veranderung der Permeabilitatseigenschaften der Plasmagrenzschichten. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von 
Glubrecht (1953) iiber die UV-Sirahlenwirkung auf die Epidermiszellen von 
Allium cepa besonders interessant. Er stellt bereits nach schwacher Bestrahlung 
eine Verlangsamung der Cytoplasmastrémung fest, die bei zunehmender Be- 
strahlungsdosis aufhért. Bei weiterer Steigerung sind kérnige Veranderungen des 
Cytoplasmas, Vakuolenkontraktion, schlieBlich eine vollstandige Koagulation die 
Folge. Es werden ferner Verainderungen des Kerns und der Plasmagrenzschichten 
und Aufhebung der Plasmolysierbarkeit beobachtet. 


Alle diese Ergebnisse weisen darauf hin, da® die Einwirkungen des 
ultravioletien Lichtes nicht ohne schadigende Einfliisse auf die Eiweif- 
stoffe in der lebenden Zelle sein kénnen. Vor allem lassen die Befunde an 
bestrahlten Allium-Epidermen unmittelbare Schliisse auf die in dieser 
Arbeit durchgefiihrten Versuche zu. Die Vermutung, da die mit verschie- 
denen Farbstoffen nach Bestrahlung erzielte diffuse Plasmafluoreszenz die 
Folge einer Denaturierung des Cytoplasmas sei, wird dadurch gestiitzt. 

Allgemein darf wohl fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen am 
lebenden Objekt gefolgert werden, daf® die volle Vitalitat der Zellen nur 
in den ersten Augenblicken der Betrachtung garantiert ist. Erscheinungen, 
die erst nach langerer Einwirkung der kurzwelligen Strahlung auftreten, 
diirften sekundirer Natur sein und bereits auf plasmatische Verainderungen 
hinweisen. 
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Diskussion 

Die Spharosomenfluoreszenz (Sphfl.) in der lebenden Zelle wird nach 
den vorliegenden Ergebnissen durch lipophile, fluoreszierende Substanzen 
verursacht. Diese entstehen entweder als Folge eines Reduktionsvorganges 
in der Zelle, oder sie werden direkt zugefiihrt. 

Sowohl die Oxazinfarbstoffe als auch die zu Vergleichen herangezo- 
genen anderen basischen Farbstoffe bilden unter reduzierender Behandlung 
fluoreszierende Leukoformen. Die Intensitaét der Fluoreszenz kann sehr 
verschieden sein. Demnach sind es weder chemische Verwandtschaften noch 
gemeinsame Verunreinigungen, die zum gleichen Verhalten fiihren, sondern 
allein das Fluoreszenzvermégen der lipophilen Leukoformen. 

Troiz dieser grundlegenden, allgemein giiltigen Feststellung sind zwei 
Gruppen von Farbstoffen zu unterscheiden: Nilblau, Meldolablau und 
Berberinsulfat einerseits und die von Kuttig (1957) untersuchten Farb- 
stoffe andererseits. Nilblau, Meldolablau und Berberinsulfat lassen nicht 
nur im Gegensatz zu den anderen Farbstoffen intensiv fluoreszierende Teil- 
chen in ihren Leukolésungen erkennen, auf Grund derer es auch mit den 
Leukoformen zu einer intensiven Sphfl. kommt, sondern die Sphfl. mit der 
unverainderten Farblésung ist bei Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop 
sofort vorhanden. Bei den von Kuttig (1957) beschriebenen Farbstoffen 
tritt erst nach Bestrahlung eine Plasmafluoreszenz auf, der dann eine ver- 
haltnismaBig schwache Sphfl. folgt. Auch die Teilchen der Leukolésungen 
zeigen nur schwache Fluoreszenzen. 

Obwohl das Auftreten dieser Sphfl. mit einem Reduktionsvorgang zu- 
sammenhingt, besteht keine Veranlassung, in den Sphairosomen Reduk- 
tionsorte zu sehen. Die auferhalb der lebenden Zelle reduzierten Farb- 
lésungen fiihren ebenfalls zu einer Sphfl., womit lediglich bewiesen wird, 
daf die fluoreszierenden, lipophilen Bestandteile der Leukolésungen von 
den Spharosomen aufgenommen werden. 

Die Reduktion der Farbstoffe in der lebenden Zelle steht vermutlich 
mit der Zellatmung im Zusammenhang. Aus der Literatur ist bekannt, da 
die Anwesenheit von Redoxindikatorfarbstoffen eine Steigerung der 
Atmung roter Blutkérperchen zur Folge hat (Literaturangabe bei Kiese 
1947). Ziegler (1950) berichtet von einer Atmungssteigerung in chloro- 
phyllfreien Sprof- und Wurzelgeweben nach Zugabe belichteter Farbstoff- 
lésungen. Brin und Krasnovskij (1951) kommen bei Helodea zur gleichen 
Feststellung und erklaren sie mit dem Abfangen des Wasserstoffs durch die 
Redoxverbindung. Auch G utz (1955) schreibt: ,,Bei O,-Mangel dient dann 
das Nilblau an Stelle des Sauerstoffs als Acceptor fiir den bei der Dis- 
similation frei werdenden Wasserstoff.* Die von K arber (1958) beschrie- 
bene Beobachtung, daf eine atmungsgehemmte Hefemutante keine 
Granulafluoreszenz mit Berberinsulfat und Diazingriin zeigt, ist eine 
weitere Stiitze dieser Ansicht. Lesser (1958) stellt eine Beschleunigung der 
Sauerstoffaufnahme von Hefe mit zunehmender Konzentration des Berbe- 
rinsulfats fesi. 

Die eigenen Versuche an chloroplastenfiihrenden Zellen haben ferner 
gezeigt, da& eine enge Beziehung zwischen Chloroplastentitigkeit und 
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Sphfl. bestehen muf. In photosynthetisch arbeitenden Zellen kann kein 
O.-Mangel vorliegen. Bei einer Atmungssteigerung durch den Farbstoff 
kénnte es wohl zu dessen Reduktion kommen; der frei werdende Sauer- 
stoff wiirde jedoch sofort eine Reoxydation bewirken. Es ist auch méglich, 
daf der Sauerstoff direkt als H-Acceptor reagiert. In chloroplastenfreien 
Zellen ist dagegen kein aus der Photosynthese hervorgehender Sauerstoff 
vorhanden. Wird nun die Atmung der chloroplastenfreien Zwiebelepider- 
men durch die Anwesenheit der Redoxfarbstoffe ebenso gesteigert, wie es 
fiir andere Objekte angegeben wird, so reagiert wahrscheinlich auch hier 
der anwesende Farbstoff als H-Acceptor. Die dadurch entstehende Leuko- 
form wird in Anbetracht ihres lipophilen Charakters von den Sphirosomen 
adsorbiert, und diese ist, sofern es sich um eine fluoreszierende Leukoform 
handelt, imstande, die Sphirosomen zu fluorochromieren. 

Fiir die von Kuttig (1957) untersuchten Farbstoffe reicht diese Er- 
klarung insofern nicht aus, als die auftretende diffuse Plasmafluoreszenz 
sehr wahrscheinlich eine Schadigung des Cytoplasmas andeutet. In einer 
plasmatisch geschidigten Zelle kann die Fluoreszenzerscheinung noch mit 
anderen Stoffwechselvorgingen zusammenhingen. Da Schadigungen durch 
ultraviolette Strahlung vielfach von Oxydationsprozessen begleitet sind 
und hierbei die aromatischen Ringsysteme besonders leicht oxydiert wer- 
den, besteht die Méglichkeit, daf die in der Atmungskette als H-Accep- 
toren auftretenden Pyridin- und Flavinverbindungen ausfallen und statt 
dessen der Farbstoff hydriert wird. Eventuell sind Redoxfarbstoffe auch 
direkt an den schadigenden Oxydationsprozessen beteiligt, indem sie diese 
bei Abwesenheit von Sauerstoff katalysieren. So kénnte die von Kuttig 
(1957) angegebene Giftigkeit der Farbstoffe auf derartigen Vorgangen be- 
ruhen. In beiden Fallen wire die Méglichkeit einer Reduktion von an- 
wesenden Redoxfarbstoffen gegeben; in beiden Fallen kénnte es noch nach 
einer Schadigung von Plasmabestandteilen zu Fluoreszenzerscheinungen 
kommen. Sehr wahrscheinlich sind es zahlreiche Reaktionen, die als Folge 
einer Denaturierung des Plasmaeiweifes ablaufen, und es ist nicht zu ent- 
scheiden, welche davon zu einer Reduktion der Farbstoffe fiihrt. Eine 
direkte Beeinflussung und Veranderung der Farbstoffe durch ultraviolettes 
Licht ist ebenfalls in Betracht zu ziehen. 

Auf alle diese Méglichkeiten soll hingewiesen werden. 

AuBer der bisher diskutierten Sphfl., die nur durch reduzierende Ein- 
fliisse erreicht wird, kann in der lebenden Zelle unter gewissen Voraus- 
setzungen eine zweite, véllig O,-unabhangige Sphfl. auftreten. Diese Be- 
obachtung. die eine Bestatigung der Angaben von Gutz (1955) ist, ergibt 
sich aus den Vitalfluorochromierungsversuchen mit den Oxazonen Nilrot, 
Meldolarot und Cresylechtrot. Voraussetzung fiir diese Art von Sphfl. ist 
einmal der stark lipophile Charakter der Oxazone, zum andern ihre Eigen- 
fluoreszenz. Lipophile Bestandteile werden von den Sphiarosomen aufge- 
nommen. Diesen Vorgingen liegen keine Veranderungen durch die Lebens- 
tatigkeit der Zelle zugrunde, sondern es handelt sich einfach um die Vertei- 
lung wasserunléslicher, lipophiler Stoffe. Das von Drawert (1955) be- 
nutzte N-substituierte Aminopyren und die auferhalb der Zelle hergestell- 
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ten Leukofarbstoffe verhalten sich in Anbetracht gleicher Voraussetzungen 
(starke Lipophilie und Eigenfluoreszenz) genauso. 

Die Frage, ob die Aufnahme lipophiler Stoffe von den Sphirosomen als 
ein Lésungs- oder Adsorptionsvorgang zu deuten ist, bleibt noch ungeklart. 
Verschiedene Beobachtungen sprechen fiir eine Adsorption. So haben sich 
einige Leukofarbstoffe im Modellversuch als grenzflaichenaktiv erwiesen. 
Ferner nimmt die Intensitat der Sphfl. mit steigender Farbstoffkonzentra- 
tion zu. Daraus lat sich ebenfalls eine Adsorption ableiten, da bei 
Lésungsvorgingen haufig ein entgegengeseizter Effekt auftritt. Auch 
Drawert (1956) gibt an: ,Bei den hydrophoben Medien mit schwach 
hydrophilen Zusatzen scheint die Verteilung des Farbstoffes zwischen den 
beiden Phasen nicht auf reinen Lésungseffekten zu beruhen. Eher treffen 
die Gesetzmafigkeiten der Adsorptionsvorgange zu.“ SchlieBlich ist noch 
zu bedenken, daft gerade im Stoffwechselgeschehen der Adsorption eine be- 
sondere Bedeutung zukommt. 

Nach den Ergebnissen fiihren zwei Wege zum gleichen Ziel: Sphfl. in der 
lebenden Zelle tritt auf 

1. nach Zugabe stark lipophiler Stoffe mit Eigenfluoreszenz, 

2. nach Zugabe wafRriger Farblésungen, die erst durch die Stoffwechsel- 
titigkeit der Zelle in stark lipophile Derivate mit Eigenfluoreszenz um- 
gesetzt werden. 

Fiir den ersten Fall scheint die Erklirung eines Verteilungsvorganges 
hinreichend zu sein. Da im zweiten Fall die in der Zelle entstandenen 
Reaktionsprodukte den gleichen Voraussetzungen geniigen, miissen die 
gleichen Verteilungsvorgange zum gleichen Ziel, der Sphfl., fiihren. Gegen 
die Vorstellung, da die Leukoformen direkt in den Sphirosomen gebildet 
werden, sprechen folgende Argumente: 

1. Die Spharosomen haben sich als Orte extrem lipophiler Beschaffen- 
heit erwiesen, da nur stark lipophile, wasserunlésliche Stoffe von ihnen 
adsorbiert werden. 

2. Die Farbstoffe, die durch Sioffwechselvorginge in der Zelle lipophile 
Leukobasen bilden, sind selbst gut wasserléslich und zeigen keine Anhalts- 
punkte dafiir, daf sie sich bereits als Farbbasen in extrem lipophilen Me- 
dien anreichern. Dies ware jedoch die Voraussetzung, wenn die Reduktion 
der Farbbasen in den Sphirosomen erfolgen sollte. 

Daraus wird ersichtlich, daf die Sphfl., auch wenn sie die Folge eines 
Reduktionsvorganges ist, nichts iiber den Sitz reduzierender Fermente aus- 
sagt. Die Sphfl. ist demnach kein Nachweis fiir Reduktionsorte, sondern 
fiir Strukturen extrem lipophiler Beschaffenheit. 


Zusammenfassung 


1. Von elf untersuchten Oxazinfarbstoffpraparaten verursachen Nilblau, 
Meldolablau, Neublau, Naphtylenblau R und Neuindigoblau R eine Sphiaro- 
somenfluoreszenz (Sphfl.) in den Oberepidermiszellen der Schuppenblatter 
von Allium cepa. 

2. Die Farbstoffe bilden lipophile, intensiv fluoreszierende Leukobasen. 
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3. In chloroplastenfiihrenden Objekten tritt eine Sphfl. nur an den Siel- 
len auf, die wenig Chloroplasten enthalten oder deren Chloroplasten ge- 
schadigt sind. 

4. Die Oxazone Nilrot, Meldolarot und Cresylechtrot, die ebenfalls eine 
schwache Sphfl. hervorrufen, sind nicht zum fluoreszenzoptischen Nachweis 
von Neutralfetten geeignet. 

5. Zum Vergleich werden die nicht zu den Oxazinen gehérenden Farb- 
stoffe Malachitgriin, Brillantgriin, Setocyanin, Viktoriablau B, Viktoria- 
blau 4 R, Astrazonorange R, Bindschedlers Griin, Berberinsulfat und Diazin- 
griin herangezogen, deren Fahigkeit zur Fluorochromierung von Sphiro- 
somen bekannt ist. 

6. Nach reduzierender Behandlung lassen sich bei Berberinsulfat inten- 
sive, bei den anderen Farbstoffen schwache Fluoreszenzen feststellen. 

7. Eine Abhangigkeit der Fluoreszenz von der Natur des adsorbierenden 
Substrates wird nicht beobachtet. 

8. Messungen der Grenzflichenspannung zwischen wafriger und organi- 
scher Phase lassen die Méglichkeit zu, da die Reduktionsprodukte der 
Oxazine und des Berberinsulfats an der Grenzflaiche adsorbiert werden. 

9. Nach Bestrahlung mit UV-Licht sind Veranderungen an den Farb- 
stoffen zu beobachten. Es ist aber auch mit Veranderungen der Plasma- 
proteine zu rechnen. 

10. Nach den Ergebnissen wird die Sphfl. durch stark lipophile, fluo- 
reszierende Stoffe verursacht, die wahrscheinlich von der Oberfliche der 
Spharosomen adsorbiert werden. 

11. Die Sphfl. sagt nichts iiber den Reduktionsort aus. 


Herrn Prof. Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung zu den 
Untersuchungen. 
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Warmeresistenz und chemische Resistenz der Griinalge 
Gloeococcus bavaricus Skuja 


Von 
Walter Url und Elsalore Fetzmann 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 2 Textabbildungen 
(EKingegangen am 18. April 1958) 


AnlaBlich einer Exkursion des Pflanzenphysiologischen Institutes der 
Universitat Wien in die Moore im Eggstadter Seengebiet im Chiemgau 
(Oberbayern) sammelten wir am 4. Juli 1957 im Lagg am Westrand der 
vorderen Lemberger Gumpen unweit Haritmannsberg ein Algenmaterial, 
das sich durch Massenvorkommen der Protococcale Gloeococcus bavaricus 
Skuja (1958) auszeichnete (Abb. 1. 2). Neben dieser dominierenden Art 
fanden sich noch reichlicher Xanthidium armatum, Euastrum crassum und 
Closterium ulna (vgl. Tabelle VI bei HG fler, Fetzmanniund Diskus 
1957). Die Algen bildeten einen dicklichen. dunkelgraugriinen Brei, der zum 
Zeitpunkt der Aufsammlung kaum von Wasser bedeckt war. Die Makro- 
phytenvegetation erreichte kaum einen Deckungsgrad von 30% und setzte 
sich hauptsiichlich aus Carex limosa, C. rostrata und Scheudizeria palustris 
zusammen. Der Schlamm wies ein pH von 3.0 auf (eine Nachmessung in 
Wien mit einem elektrischen Metrohm-pH-MeBgerat ergab ein pH von 4,8), 
das durch Dekantieren gewonnene Wasser hatte eine Alkalinitaét von 0.4. 

Besonders auffallend und zu vorliegender Untersuchung Anlaft gebend 
war die Temperatur des Algenschlammes im Lagg. Sie betrug bei der ersten 
Aufsammlung um 11 Uhr vormittags 40° C an der Oberflache. bei der zwei- 
ten Aufsammlung um 14.45 Uhr sogar 40.59 C an der Oberflache. in 8 em 
Tiefe noch 349 C. Zur gleichen Zeit wies das Wasser der nur wenige Meter 
entfernten Lemberger Gumpen eine Oberflachentemperatur von nur 29,59 C 
auf. Diese extremen Temperaturen wurden durch die von den letzten Juni- 
tagen bis zum 8. Juli 1957 andauernde Hitzeperiode verursacht. Begiinsti- 
gend wirkt die Lage des Standortes. Die Lemberger Gumpen liegt in einem 
von drei Seiten umschlossenen, nur nach Siiden gedffneten Talkessel. Be- 
sonders gegen abkiihlende Westwinde wird der Lagg durch einen nur 
wenige Meter entfernten steilen Moranenzug geschiitzt. 
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Das auffillige Massenvorkommen von Gloeococcus bavaricus bei gleich- 
zeitigem starken Zuriicktreten der Desmidiaceen und anderer Algen dieser 
Gesellschaft! in dem heiBen Schlamm des Lagg lie® vermuten, daB sich 
Gloeococcus gerade unter diesen extremen Bedingungen optimal entwickeit 
hatte, und regte uns an. mit dieser Alge Hitzeresistenzversuche anzustellen. 

Die Hitzeresistenz pflanzlicher Zellen wird schon seit langem untersucht 
und es liegt eine reiche Literatur (eine Zusammenfassung bei Le vit t 1956) 


Abb. 1 Abb. 2 


vor. Sie beschaftigt sich ecinerseits mit Organismen. die am Standort hohen 
Temperaturen ausgesetzt sind. Dabei kénnen diese dauernd einwirken, wie 
es etwa bei Thermalalgen der Fall ist (z. B. Molisch 1926. Vouk 1923. 
Biinning und Herdtle 1946 u. a.). oder die Organismen sind nur zeit- 
weise extremen Temperaturverhiltnissen ausgesetzt, wie z. B. Algen der 


' An einer schattigen Stelle des gleichen Laggs fand sich neben hiufigem Gloeo- 
coccus bavaricus eine reiche Algenflora. die neben 31 Desmidiaceenarten noch Blau- 
algen, Diatomeen und andere Algen enthielt. Ganz bezeichnend waren Desmidium 
Swartzii, D. cylindricum, Closterium striolatum, Cl. gracile. Cl. setaceum, Pleu- 
rotaenium trabecula. Cosmarium pyramidatum. C. margaritatum, C. venustum. 
Staurastrum tumidum. St. Heimerlianum, St. paradoxum, Dactylococcopsis rhaphi- 
dioides, Anabaena oscillarioides, Oscillatoria tenuis, Navicula subtilissima. Nitz- 
schia sp. 
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Ebbezone (vgl. Bie b | 1939, 1958). Andrerseits setzte man Pflanzen experi- 
mentell hohen Temperaturen aus (Meyer 1906), welche am Standort nie 
geboten werden. Neben der Feststellung der Grenzen der Hitzeresistenz 
untersuchte man die Abhingigkeit der Lebensvorgiinge (Atmung. Assimila- 
tion, Wachstum) von der Temperatur bzw. bei extremen Temperaturen 
(Sachs 1864, Yoshii 1928, Weber 1926, Scheibmair 1937, Mont- 
fort. Ried und Ried 1955, 1957) und die Einfliisse verschiedener Fak- 
iorer auf die Hitzeresistenz, wie Wassergehalt, Behandlung mit Salzen und 
anderen Chemikalien, Gewo6hnung durch Aufzucht in verschiedenem Milieu 
(Lllert 1924, Sapper 1935, Biinning und Herdtle 1946, Bogen 
1948). 
Versuche 


Die Hitzeresistenzversuche wurden in der Zeit vom 9. bis 20. Juli 1957 
ausgefiihri. Wir untersuchiten die Abtétungstemperatur bei einer Einwir- 
kungsdauer von 13 Minuten und die Abtétungszeiten fiir verschiedene Tem- 


peraturen. Bei den langfristigen Versuchen zur Ermittlung der Abtétungs- 
zeiten wurden die Algen mit einer 150 W Gliihbirne zusatzlich beleuchtet. 
Zu Vergleichszwecken wurden Algenmaterialien anderer Herkunft in 
die Resistenzversuche einbezogen. Es handelte sich dabei um Materialien 
aus Mooren aus der Hirschau (Waldviertel, N.-O.. Sept. 1956). von Tams- 
weg (Juni 1957) und der Ramsau bei Schladming (Juni 1957). 

Das Algenmaterial wurde in kleinen, diinnwandigen Glaszylindern 


(2.5m hoch, 2cm im Durchmesser) in verschieden temperierte Wasserbader 
gebracht. Ein Ultrathermostat nach Hoe ppler (Genauigkeit + 0.1° C) 
stand zur Verfiigung. Bei den kurzfristigen Versuchen mit verschiedenen 
Temperaturen wurden teilweise auch Wasserbiider verwendet, die mit ge- 
wohnlichen Brennern geheizt waren und deren Temperaturschwankungen 
maximal 0.59 C betrugen. 

Der Lebenszustand der Algen wurde durch Plasmolyse mit KNO, und 
CaCl.-Lésungen gepriift. Bei Gloeococcus mubten ziemlich starke Konzen- 
trationen (bis 1.5 mol) angewendet werden. Auch dann waren die Plasmo- 
lyseeffekte nur gering und beschrankten sich auf flache Einziehungen und 
kleinfaltige Einbuchtungen des Protoplasten. Die Ursache fiir die geringe 
Plasmolysierbarkeit von Gloeococcus liegt vielleicht in einem hohen osmo- 
tischen Wert des Zellsaftes, aber besonders in der geringen Menge desselben. 
Eine genaue Bestimmung des osmotischen Wertes scheitert einerseits an 
dieser geringen Menge des Zellsaftes. andererseits aber daran. daf sich 
die diinne Membran der Zellen leicht eindellt. AuBer an dem Plasmolyse- 
effekt war der Lebenszustand von Gl. bavaricus am Aussehen der Plastiden 
gut zu beurteilen. Sie sind normal glatt. glanzend-griin. im Tode aber leicht 
braunlich bis stumpfmattgrau verfarbt und granuliert. 

Der erste Versuch galt der Ermittlung der Abtétungstempe- 
ratur. wobei zunachst die verschiedenen Algenproben fiir 15 Minuten in 
70°, 609 und 30° C gebracht wurden. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur 
(259C) durch Einstellen der Schalchen in Wasser. erfolete nach rund zwei 
Stunden die Durchsicht. 
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Das Ergebnis war folgendes: 

30°C: Material Bayern: Gloeococcus bavaricus lebt. Xanthidium armatum zum 
groBen Teil tet. Andere Aigenprobe: Micrasterias denticulata, Closterium 
striolatum. Netrium digitus tot, von Eremosphaera viridis leben einzeine 
Exemplare. Micrasterias rotata lebt und zeigt beste Plasmolyse. 

60°C: AuBer einigen Gl. bavaricus-Haufchen alles tot. 

70°C: Alles tot. 

Ein weiterer, ausfiihrlicher Versuch umfafte die Temperatursiufen 40°, 
45°, 50°, 55°, 60° und 659 C. Wieder wurden die Algen 15 Minuten im Was- 
serbad belassen und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Durchsicht 
erfolgite wie verhin nach zwei Stunden. Das Ergebnis des Versuches zeigt 
labelle { (es bedeuten |= lebend. (1) =80—90% lebend, -- = 40—70% 
lebend, (+) = bis 40% der Zellen lebend. + = nur einzelne Zellen lebend. 

alles tot. Pl = plasmolysiert. (PI) = war plasmolysiert, jetzt abge- 
storben. 


Tabelle 1. 





Einwirkungsdauer 


15 Minuten 





y * Pa > * "9 > 
Algen aus Gloeococcus bavaricus 
derselben Euastrum crassum 
Biocoenose Xanthidium armatum 


Closterium ulna 





Micrasterias rotata 
Netrium digitus 
Algen : Sa 
6 Eremosphaera viridis 
anderer ; ? ; 
‘ Micrasterias denticulata 
Herkunft ae 
Tetmemorus granulatus 


Euastrum insigne 


Die Glaschen mit den Algen blieben bei Zimmertemperatur zwei Tage 
stehen und wurden dann nochmals besehen. Jetzt war im 335°-C-Versuch 
auch GI. bavaricus tot. Im 30°-C-Versuch lebte Gi. bavaricus und zeigte 
normales Aussehen, Xanthidium armatum war aber zum gro8en Teil. 
Micrasterias rotata ganz abgestorben. Von den auf 45° C erhitzien Algen 
waren Gl. bavaricus lebend. Micrasterias rotata teilweise tot und von Xan- 
thidium armatum und Netrium digitus lebten einzelne Exemplare. Die 
iibrigen Algen waren samtlich tot. Im 40°-C-Versuch lebten dagegen alle 
in der Tabelle enthaltenen Spezies. 

Die Abtétungszeit wurde in Dauerversuchen bei 353°, 50°, 45° und 
40° C beobachtet. Bei den Versuchen in 350° C und 435° C wurde nur Gloeo- 
coccus-Material verwendet, beim 40°-C-Versuch auch wieder Material ande- 
rer Herkunft. 

Zunachsit wurden am 11. Juli 1957 Algen in 35° © eingebracht. Die erste 
Eninahme erfolgte nach 45 Minuten. Bei der Durchsicht nach zwei Stunden 
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war schon alles tot (in einem parallel eingebrachten Material, das nur 
15 Minuten belassen worden war, wiesen nach zwei Stunden wieder alle 


Gl. bavaricus Zellen besten Lebenszustand auf, auch bei einer zwei Tage 
spater erfolgiten neuerlichen Durchsicht lebte noch aller Gl. bavaricus). 

Ab 14 Uhr wurde eine neue Reihe in 30° C gebracht. Die erste Ent- 
nahme erfolgte nach 30 Minuten. Die Durchsicht nach 1% Stunden zeigte 
sowohl Gl. bavaricus als auch Xanthidium armatum und Euastrum crassum 
normal lebend. 

Auch im Material. welches eine Stunde bei 50° C belassen wurde. lebte 
aller Gl. bavaricus. Er ist aber nach zwei Stunden Aufenthalt bei 30° C 
(gepriift 15 Minuten nach Entnahme) ebenso wie alle anderen Spezies zum 
gréBten Teil abgestorben. Xanthidium armatum zeigt leuchtend frischgriine 
Plastiden und geschrumpfte Protoplaste. Die vereinzelten, lebenden Zell- 
haiufchen von Gl. bavaricus, die mit CaCl, gut zu plasmolysieren sind, 
stechen mit ihrer frischgriinen Farbe deutlich von den etwas geschrumpfien, 
braunlich bis gelbgriinen, toten Individuen ab. 

Nach drei Stunden in 350° C sind alle Algen tot. 

Die nach verschiedenen Zeiten dem Wasserbad entnommenen Glaschen 
mit den Algen blieben bis zum niichsten Tag stehen und wurden dann noch- 
mals besehen. Es bot sich ein ahnliches Bild wie bei der ersten Durchsicht. 
Im eine Stunde belassenen Material sind jetzt einzelne Hiufchen von Gl. 
bavaricus abgestorben. 

Am 13. Juli wurden Glaschen mit gleichhem Algenmaterial in 45°C ge- 
bracht und zu verschiedenen Zeiten entnommen, wobei die Durchsicht immer 
etwa 30 Minuten nachher erfolgte. Der Versuch zeigte folgendes Ergebnis: 

Aufenthaltsdauer: 

45 Min.: Gloeococcus bavaricus. Eremosphaera_ viridis, Xanthidium armatum, 
Euastrum crassum leben. 

1 Std.: Dasselbe lebt. 

2 Std.: Dasselbe lebt. 

4Std.: Gl. bavaricus lebt. desgleichen Eremosphaera und Xanthidium armatum. 
Euastrum crassum ist tot. 

8 Std.: 70—80% von GI. bavaricus sind abgestorben. Die iiberlebenden liegen 
immer in Haufchen beisammen. Die anderen Algen sind alle tot. 

12 Std.: Bis auf einzelne noch lebende Gl, bavaricus-Haufchen ist alles tot. 


Die entnommenen Glischen blieben bei Zimmertemperatur stehen und 
es erfolete nach zwei und sechs Tagen eine weitere Durchsicht. Es zeigte 
sich aber keine irgendwie auffallende Anderung gegeniiber der ersten Re- 
vision. 

Der 409-C-Versuch lief 81 Stunden. Glaschen wurden nach 2, 4, 6, 9, 24. 
2, 48. 72 und 81 Stunden entnommen. Nach 72. und 81 Stunden lebten auBer 
von GI. bavaricus. von dem nur wenige Individuen abgestorben waren, nur 
einzelne Exemplare von Euastrum insigne. Eremosphaera viridis stirbt nach 
32 Stunden ab, von Xanthidium armatum leben nach 72 Stunden noch einige 
Stiicke. Euastrum crassum, mit Gl. bavaricus und Xanthidium armatum zu 


den hiufigsten und auffallendsten Arien des Materials aus dem Lagg zih- 
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lend, ist schon nach rund 10 Stunden abgestorben. Eu. crassum zeigte sich 
schon im 45°-C-Versuch weniger resistent als Gl. bavaricus und Xanthidium 
armatum. 

Von den Algen der anderen Materialien lebt Micrasterias rotata 6 Stun- 
den, einzelne Exemplare iiberdauern 24 Stunden. Netrium digitus lebt nach 
6 Stunden, nach 9 Stunden sind aber alle Individuen tot. Gleiche oder iihn- 
liche (meist etwas geringere) Lebensdauer zeigen Tetmemorus, Closterium 
striolatum und Zygogonium ericetorum. 


Tabelle 2 





Na,CO, 


1,0 mol 
0,5 mol 

.3 mol 
0,001 mol 
0,0001 mol 


0,2 mol 
0,1 mol 
0,01 mol 


0 





Gloeococcus bavaricus 





Xanthidium armatum { + (Pl) 


Euastrum crassum | + (Pl) 





6 mol 


VOSO, 


. 10—3 mol 
10—4 mol 
10 


0,5 mol 
0,05 mol 
. 10—7 mol 


5 
5. 
5 





Gloeococeus bavaricus 


IPI 





Xanthidium armatum 


Euastrum crassum 
Cr2(SO4)3 


Gloeococcus bavaricus 





Xanthidium armatum P | } | t 
Euastrum crassum | 

Die groBe Hitzeresistenz von Gloeococcus bavaricus veranlaBte uns. ver- 
gleichend auch die Resistenz der Alge gegen chemische Agenzien 
zu untersuchen. Wir wihlten Soda und die Schwermetalle Vanadium, Chrom 
und Kupfer (samtlich als Sulfate). Interessant war dabei vor allem der 
Vergleich zwischen der Resistenz von Gloeococcus und den begleitenden 
Desmidiaceen. Hohe Sodaresistenz vieler Desmidiaceen beschrieb H 6 f ler 
(1951). iiber die gleichfalls oft hohe Schwermetallresistenz der Desmidia- 
ceen berichtet U rl (1955). 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei U rl (1955, S. 208), Die 
Algen kamen in kleine Réhrchen und verblieben 48 Stunden in den Lésun- 
gen. Zur Begutachtung des Lebenszustandes wurde nachher 1.0 und 1.5 mo- 
lare KNO,-Lésung als Plasmolytikum verwendet. 

Das Ergebnis der Versuche, welche im Oktober 1957 durchgefiihrt wur- 
den, zeigt Tabelle 2 (Bedeutung der Zeichen wie in Tabelle 1). 
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CuSO, tétet die Algen in allen zunachst verwendeten Konzentrationen 
von 1,0 mol bis 5,10—7 mol. Um die Resistenzgrenze festzustellen, wurde die 
Konzentrationsreihe in einem neuerlichen Versuch fortgesetzt bis 5,10—" mol. 
In dieser geringsten Konzentration lebte Gloeococcus bavaricus und auch 
Xanthidium armatum und Euastrum crassum. In 5,10—® mol CuSO, lebie 
der Grofteil von Gl. bavaricus. Einige Exemplare liefen sich dagegen nicht 
plasmolysieren, sondern zeigten bei Zusatz von 1,5mol KNO, eine wohl 
als Tonoplast anzusprechende Blase im Innern der Zelle. Von Xanthidium 
armatum lebt etwa die Halfte der Zellen, Euastrum crassum lebt. 

Fast nur mehr Tonoplastenstadien beim Plasmolyseversuch zeigt Gl. 
bavaricus in 5,10-§ mol CuSO,. Die Farbe der Chromatophoren ist in die- 
sen Fallen nicht so frischgriin wie bei normalen Zellen. Von Xanthidium 
armatum leben bei dieser Konzentration noch viele Zellen, auch von Euas- 
trum crassum sind etwa ein Drittel der Zellen getétet. In 5,10-7 mol und 
in den hdheren Konzentrationen sind wieder alle Algen abgestorben. 


Besprechung 


Die Hitzeresistenzversuche an Gloeococcus bavaricus zeigen, daf fiir 
diesen Organismus sowohl die Abtétungstemperatur (bei einer Einwirkungs- 
dauer der Temperatur von 15 Minuten) héher liegt als auch die Abtétungs- 
zeit bei einer bestimmten héheren Temperatur langer ist als bei den anderen 
Algen desselben Standortes. Die Hitzeresistenz von Gloeococcus ist aber 
nicht nur — im Vergleich mit den begleitenden Desmidiaceen — relativ 
grof, sondern sie ist auch absolut gesehen recht hoch. 

Schon die Abtétungstemperatur ist mit 60° C (55° C noch lebend) hoch 
und liegt durchweg iiber den Abtétungstemperaturen der begleitenden Or- 
ganismen und anderer Mooralgen (Tabelle 1). Die grofe Hitzeresistenz von 
Gloeococcus zeigt sich aber vor allem darin, daff die Alge bei 40°C noch 
praktisch dauernd (im Versuch iiber 81 Stunden) lebensfahig ist. 

An die Hitzeresistenz von Thermalschizophyten, welche vielfach dauernd 
bei Temperaturen iiber 70° C leben (Molisch 1926, Gyérffy 1932, 
Vouk 1950) reicht die Resistenz von Gloeococcus natiirlich nicht heran. 
Doch sind Pflanzen normal temperierter Siandorte kaum befahigt, 40° iiber 
langere Zeitriume zu ertragen. Meeresalgen der bretonischen Kiiste (Bie b 1 
1958) sterben saimtlich schon bei 35° C bei nur zwélfstiindiger Einwirkung. 
Viele ertragen nicht einmal 30° oder 279 C. Algen der Gezeitenzone von 
Neapel (Bie b] 1939 a) ertragen 35° C iiber 12 Stunden. 42° C téten sie in 
der gleichen Zeit. Hohe Temperaturen bis iiber 50° C wurden auch in Pflan- 
zen terrestrischer Standorte gemessen (Dorr 19414, Huber 1935, Stahl] 
1909, Molisch 1930, Rouschal 1938, Konis 1949, Lange 1953), doch 
wirken diese nur wahrend verhalinismaRig kurzer Zeit ein, wie es etwa von 
Huber (1937) und Lange (1953) mit Zahlen belegt wird. 

Gloeococcus ist am Standort Temperaturen um 40° C taglich mehrere 
Stunden ausgesetzt. Welche Eigenschaften geben Gloeococcus die groke 
Hitzeresistenz? Der Hitzetod der Pflanze kann verschiedene Ursachen 
haben, welche aber in den Grenzbereichen mitsammen wirken. Entweder 
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es koagulieren bei sehr hohen Temperaturen die Plasmaproteine oder es wird 
schon bei etwas niedrigeren Temperaturen, welche zunichst keine Koagula- 
tion verursachten, der Bilanzquotient des Stoffgewinns so ungiinstig, da sich 
die Pflanze zu Tode atmet. Das ist auch der Grund, warum — wie schon 
Sachs (1864) schrieb — von einer bestimmten Héchsttemperatur, die die 
Pflanze ertragt, nicht die Rede sein kann, weil die Pflanze kurze Zeit einer 
bestimmten hohen Temperatur widerstehen kann, durch die sie bei langerer 
Einwirkungsdauer getétet wird. 

Der Dauerversuch bei 40°C (vgl. S. 475) zeigt, daf Gloeococcus wohl 
zunachst auch hier noch einen giinstigen Bilanzquotienten aufweist (es 
wurde wahrend des Versuches dauernd beleuchtet). Darin liegt vielleicht 
auch der Grund fiir das ausgepraigte Massenvorkommen von Gloeococcus 
gerade wahrend der Hitzeperiode. Die Alge konnte sich auch wahrend der 
heiBen Tage dank des noch bei hohen Temperaturen giinstigen Bilanz- 
quotienten des Stoffgewinns (der seinen Grund in ahnlichen Stoffwechsel- 
eigentiimlichkeiten haben mag, wiesie Montfort, Ried und Ried 1955, 
1957 fiir Oberflichenalgen angeben) vermehren, wahrend die Assimilation 
anderer Algen im Tagesdurchschnitt vielleicht eben nur die Atmung kom- 
pensieren konnte. Gloeococcvs bavaricus ist aber sicher keine warm steno- 
therme Art, sondern durchaus eurytherm. Sie trat auch reichlich im be- 
schatteten Teil desselben Laggs auf (vgl. Fufnote S.472) und war auch in 
einer drei Wochen spiter — nach dem grofen Wetiersturz am 8. Juli war 
es in der Folgezeit sehr kiihl — gesammelten Probe noch durchaus die 
dominierende Art. 

Gloeococcus ist, wie erwahnt, gegen kurzzeitige Einwirkung hoher Tem- 
peraturen sehr resistent. Die Alge besitzt nun neben einem hohen osmoti- 
schen Wert einen gering dimensionierten Zellsaftraum bzw. einen grofen 
.nichtlésenden Raum“. Es sind dies Eigenschaften, welche als ge- 
eignet bezeichnet werden, die Hitzeresistenz zu erhéhen (Sapper 1935, 
Biinning und Herdtile 1946, Christophersen und Precht 1953). 
Biinning und Herdtle schreiben, daf eine Abnahme des freien Was- 
sers das Stoffwechselgeschehen dadurch reduziert, da die Stoffdiffusion ge- 
hemmt wird. Bei den von ihnen untersuchten thermophilen Blaualgen wirkt 
der geringere Gehalt an freiem Wasser besonders auf die Atmungsintensitat 
hemmend, so da die Algen auch bei hohen Temperaturen giinstige Assimi- 
lationsiiberschiisse erzielen kénnen. Ahnliche Eigenschaften mégen bei Gloeo- 
coccus die langen Abtétungszeiten bewirken. Die hohe Abtétungstempera- 
tur — also die grofe Widerstandsfahigkeit gegen Koagulation — hat viel- 
leicht ahnlichen Grund. Levitt (1956) verweist auf die Méglichkeit, da 
thermische Oszillationen zu einem Zerfall der Eiweifketten, also zu einer 
Zerstérung der iibermolekularen Struktur fiihren kénnen und die Hitzeresi- 
stenz auf einer starkeren intra- und intermolekularen, der Denaturierung 
entgegenwirkenden Bindung der Proteine beruhen mag, Verhiltnisse, die in 
einem ,,wasserarmeren~ Plasma leichter verwirklicht sein kénnten, Nach 
Biinning und Herdtle bewirkt allerdings der Plasmazustand der von 
ihnen untersuchien termophilen Blaualgen, daft diese eine allgemeine Ver- 
minderung der Lebensintensitat zeigen, so da diese Organismen nur bei 
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fiir andere Arten ungiinstigen Bedingungen (also bei hohen Temperaturen) 
konkurrenzfiahig sind. Letzteres trifft also fiir Gloeococcus nur bedingt zu. 
In diesem Zusammenhang ist auch darauf zu verweisen, daf nach 81 Stun- 
den in 40° C auch noch einige Exemplare von Euastrum insigne lebend an- 
getroffen wurden. Wahrend aber bei dem Dauerversuch Euastrum insigne 
aihnliche Resistenzeigenschaften zeigte wie Gloeococcus, war die Desmi- 
diacee im Versuch zur Ermittlung der Abtétungstemperatur schon bei 50° C 
tot, Gloeococcus lebte aber noch bei 55° C. 

Die grofe Hitzeresistenz von Gloeococcus regte an, auch die Resistenz 
dieser Alge gegen Schwermetalle und gegen Soda zu untersuchen. Die Frage, 
ob mit einer grofen ,,dkologischen Resistenz* — das ist in den meisten Fal- 
len Resistenz gegen Kalte, Hitze und Austrocknung, auch eine héhere ,,nicht- 
umweltbezogene konstitutionelle Resistenz* (Termini von Bieb1 1952) 
Hand in Hand geht, wurde schon mehrfach behandelt (Literatur und Zu- 
sammenfassung bei Levitt 1956). 

In jiingerer Zeit zeigte besonders Bie b 1 (1952 a, 1958), da die Resistenz 
von Meeresalgen gegen Hitze, Kalte und osmotische Beeinflussung je nach 
dem Lebensort der Algen (Ebbezone, Tiefenalgen usw.) verschieden ist, da- 
gegen aber: ,,... there is no similiarity in the resistance to chemical sub- 
stances (H,BO,, ZnSO,, MnSO,, VOSO,) of algae within a given ecological 
group. It is characteristic for a given species“ (1952 a, S. 314). 

Gegen die Verallgemeinerung, da gréRere Resistenz gegen Trockenheit, 
Hitze und Kalte, etwa hervorgerufen durch geringeren Gehalt an freiem 
Wasser, damit verbundener geringerer Stoffwechseltatigkeit und gréferer 
Stabilitat des Plasmas gleichzeitig auch gréRere Resistenz gegen andere Ein- 
fliisse wie etwa Salze oder Gifte bedeutet, wendet sich Levitt (1956, 
S. 229): ,For though dehydration and heat hardiness? go hand in hand, 
there is no evidence and no a priori reason for expecting that other kinds of 
hardiness are also included.“ Gloeococcus bavaricus zeigt allerdings eine 
(Tab. 2) auBergewéhnlich hohe Resistenz gegen VOSO, und Cr,(SO,), wie 
auch gegen Soda (Na,CO,). Er lebt in allen angewandten Sodakonzentra- 
tionen. Die mituntersuchten Desmidiaceen sind gegen Soda wesentlich 
empfindlicher. Sie zeigen in Chromsulfat eine breite .,.Todeszone* (Url 
1955, 1956, 1957). Besonders auffallend ist auch die grofe Resistenz gegen 
Vanadium. Gloeococcus lebt — in plasmolysiertem Zustand — sogar in 
1,0mol VOSO,, ein seltener Fall (Url 1957, S. 791). Allerdings zeigt Gloeo- 
coccus in VOSO, bei 5,10—4 mol eine schmale Todeszone, das ist ein Bereich 
in welchem auch bei Moosen und Desmidiaceen Todeszonen auftreten (U rl 
1955, 1956). Die mituntersuchten Desmidiaceen zeigen in derselben Konzen- 
tration Todeszonen, bei Euastrum crassum ist diese sogar besonders breit. 

Im Fall von Gloeococcus zeigt sich also eine Parallelitat zwischen Hitze- 
resistenz, die in diesem Fall wohl als .ékologisch* anzusprechen ist, und 


2 Mit hardiness“ meint Le vitt die Widerstandsfahigkeit der Pflanze und des 
Plasmas gegen die unmittelbare Einwirkung extremer Umweltbedingungen und 
damit wohl auch die Widerstandsfahigkeit gegen Gifte etc. Das Wort .,resistance“ 
wird dagegen in einem umfassenderen Sinn gebraucht. 
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nichtumweltbezogener konstitutioneller Resistenz gegen Schwermetalle und 
Soda. Allerdings ist Gloeococcus gegen Kupfer sehr empfindlich (S. 477). 
Er zeigt in dieser Hinsicht ein ahnliches Verhalten wie die Desmidiaceen, 
bei welchen einer hohen Resistenz gegen verschiedene Schwermetalle und 
auch gegen Soda (Héfler 1951) ebenfalls eine bedeutende Empfindlich- 
keit gegen Kupfer gegeniibersteht. 

Vergleichende Bestimmungen der chemischen Resistenzen anderer Pro- 
tococcaceen mit geringerer Warmeresistenz miifften zeigen, ob zwischen der 
bei Gloeococcus ékologisch geforderten hohen Hitzeresistenz und den hohen 
Resistenzen gegen Schwermetallsalze engere Beziehungen bestehen oder ob 
die hohe Schwermetallresistenz eine von den Umweliteigenschaften unab- 
hangige, gegebene Eigenschaft des Protococcaceenplasmas ist. 


Zusammeniassung 


1. Wahrend der Hitzeperiode im Juli 1957 zeigte eine nur wenig Wasser 
fiihrende Schlenke im Lagg des Hochmoors am Westrand der vorderen 
Lemberger Gumpen (Eggstadter Seengebiet im Chiemgau, Oberbayern) ein 
Massenvorkommen der Protococcale Gloeococcus bavaricus Skuja. Daneben 
fanden sich in geringerer Zahl die Desmidiaceen: Xanthidium armatum, 
Euastrum crassum und Closterium ulna. 


2. Der dickliche, dunkelgriine Algenbrei zeigte am 4. Juli 1957 um 
14,45 Uhr an der Oberfliche eine Temperatur von 40,5°C, in 8cm Tiefe 
noch 34° C. Diese hohe Temperatur regite an, die Wiarmeresistenz von 
Gloeococcus bavaricus naher zu untersuchen. 

3. Die Abtétungstemperatur bei einer Einwirkungsdauer von 
15 Minuten liegt fiir Gloeococcus bavaricus mit 60° C (bei 55° C noch 
lebend) wesentlich héher als fiir die begleitenden und andere in gleicher 
Weise untersuchte Hochmooralgen. 

4. Die Abtétungszeiten wurden in Dauerversuchen bei 55°, 50°, 
459 und 40° C untersucht. 55° wird 15 Minuten, 50° eine Stunde, 45° vier 
Stunden und 40° nach Versuchsabbruch nach 81 Stunden von Gloeococcus 
bavaricus durchweg ohne Schaden ertragen. Damit iibersteigt seine Warme- 
resistenz, abgesehen von Thermalalgen, bei weitem die von anderen Algen 
temperierter Gewisser bekannte. Nach 81 Stunden Einwirkung von 40°C 
lebten nur noch einige Exemplare von Euastrum insigne. Von Xanthidium 
armatum lebten in 40° C nach 72 Stunden auch noch einige Individuen. 
Eremosphaera viridis stirbt hingegen bei gleicher Temperatur schon nach 
32 Stunden ab und Euastrum crassum schon nach 10 Stunden. Andere Hoch- 
mooralgen ertragen diese Temperatur nur wahrend noch kiirzerer Zeiten. 

5. Es wurde auch die Resistenz von Gloeococcus bavaricus und den be- 
gleitenden Desmidiaceen gegen Sodalésungen und solchen von Schwer- 
metallsalzen (V, Cr, Cu, samtliche als Sulfate) untersucht. Gloeococcus 
bavaricus zeigte dabei auch eine aufergewodhnlich hohe Resistenz gegen 
Soda, Vanadium und Chrom, wihrend jedoch Kupfer Gloeococcus bavari- 
cus wie auch alle anderen Algen in allen verwendeten Konzentrationen von 
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{ mol bis hinunter zu 5.10-7 mol tétet: bei 3.10—-9% mol lebt der gréBte Teil 
von Gloeococcus bavaricus, erst bei 3.10! mol lebt alles. 

6. Die vermutlichen Ursachen fiir die hohe Wirmeresistenz ven Gloeo- 
coccus bavaricus, einer an sich eurythermen Alge., werden diskutiert. 
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Es gehért zu einem der reizvollsten Kapitel experimenteller Zellfor- 
schung, den Zellkern auf verschiedene Weise zu verlagern oder ihn zu ent- 
fernen. Die beobachtbaren Reaktionen der so verianderten Zellen sind fiir 
die Entwicklungsphysiologie von groBer Bedeutung, wie die ausgedehnien 
Untersuchungen an Acetabularia (Zusammenfassende Darstellung, z. B. 
Haimmerling 1953, Lang 1956) und tierischen Zellen gezeigt haben. 

An Pilzen liegt zwar die umfangreiche Neurospora-Literatur vor, im 
iibrigen ist kaum der Versuch gemacht worden, der Rolle des Kernes durch 
Experimente nachzuspiiren. Bei sehr vielen Gattungen, die durchlécherie 
oder keine Querwinde besitzen, ist eine experimentelle Kernverlagerung 
sinnlos. Die meist zahlreichen Kerne werden in der normalen Zelle dauernd 
im Plasmastrom mitgefiihrt und von Zelle zu Zelle beférdert. 

Anders ist die Situation bei Basidiomyceten. Wie fiir Polystictus ver- 
sicolor licht- und elektronenoptish (Girbardt 1955a u. 1958) nachge- 
wiesen wurde, trennen die Querwande benachbarte Zellen praktisch voll- 
kommen. Die vorhandenen submikroskopischen Poren gewiahrleisten zwar 
die plasmatische Verbindung der Zellen, gestaiten jedoch keinen Kern- 
durchtritt. Da auferdem ein VerschluBmechanismus fiir diese Poren zu be- 
stehen scheint, wird verstandlich, daB Harder (1927a u. b) bei mehreren 
Basidiomyceten-Arten sowohl die Spitzenzelle wie die nicht fusionierte 
Schnalle operativ zerstéren konnte, ohne daf die subterminale Zelle Plasma 
verlor. 

Die vegetativen Hyphen der Basidiomyceten bieten sich aus mehreren 
Griinden fiir experimentelle Arbeiten an. 

1. Die guten optischen Eigenschaften der Hyphen gestatten es, in der 
lebenden Zelle die Reaktion auf den Eingriff zu verfolgen. 

36* 
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2. Da der Schnallenauswuchs die bald erfolgende Kernteilung anzeigt. 
kann der experimentelle Eingriff in verschiedenen Phasen der Kernent- 
wicklung erfolgen. 

Es soll Aufgabe vorliegender Arbeit sein, die im Gefolge der Kernver- 
lagerung ablaufenden Vorgiinge zu schildern. 


Material und Methodik 

Als Untersuchungsobjekte dienten vegetative. dikaryotischhe Hyphen von 
Polystictus versicolor und Trametes gibbosa. Die Operationsmethode ist bei 
Girbardt (1955 b) ausfiihrlich beschrieben. 

Im wesentlichen verliuft die Operation so, da® eine Spitzenzelle mit einer 
sehr feinen Nadel am basalen Ende angestochen wird. Die unter hohem Turgor 
stehende Zelle pre®t unter Entspannung sofort Plasma aus der Wunde. Hierdurch 
wird der gesamte Zellinhalt in Richtung der Wunde verlagert. Innerhalb weniger 
Sekunden erfolgt WundverschluB. und die Hyphen wachsen nach unterschiedlich 
flanger Erholungsphase weiter. 

Zum Isolieren und Weiterziichten der operierten Zellen empfiehlt es sich. die 
Manipulationen in der feuchten Kammer durchzufiihren. Die Mycelien lit man 
dann nicht auf Objekttragern. sondern agariiberzogenen Deckglaischen wachsen !. 


Versuchsergebnisse 
Zum Verstindnis der Zellreaktionen auf den operativen Eingriff ist es 


notwendig, einleitend auf einige Faktoren hinzuweisen. 


A. Als normal darf eine 








i = Hyphenzelle dann bezeich- 
a VI 


net werden. wenn folgende 


Kriterien erfiillt sind: Vor- 





handensein eines Spitzen- 
korpers, spitzenwiarts gerich- 





tete Wanderung der Kerne. 
Bildung von Schnallen, Tei- 
lung der Kerne und Bildung 
von Querwanden. 

B. Da die Kernteilung 
sehr wahrscheinlich keine 








Abb. 1. Schema von Operationstyp 1, Die normal 
wachsende Spitzenzelle (a) wird am basalen Ende 
angestochen (b). Die Kerne werden zuriickge- 
schleudert. das Wachstum ist sistiert. Nach Wund- ¢chte Mitose (Girbardt 
verschluB und Ablauf der Erholungsphase wichst 1!956a) ist. besteht keine 
die Hyphe weiter, und die Kerne wandern wieder Méglichkeit, die einzelnen 
nach vorn (ce). Phasen in der Terminologie 
der Mitosestadien darzustel- 
len. Aus vielen Lebendbeobachtungen normaler Teilungen resultiert jedoch. 
daf der zeitliche Ablauf eine gewisse Konstanz zeigt. Es ist daher vorliiufig 
nur méglich, die Phasen morphologisch und zeitlich zu beschreiben. 
Der beginnende Schnallenauswuchs ist das sichere Zeichen fiir die Tei- 
lungsbereitschaft der Kerne. Die Bildung des gesamten Schnallenaus- 


' Frau H. Rausch und Herrn M. Be ver sei fiir unermiidliche zeichnerische 
und technische Hilfe gedankt. 
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wuchses erfordert im Mittel 4—6 Minuten. Die eigentlichen Teilungsvor- 
giinge setzen etwa 2 Minuten spater ein und dauern etwa 3 Minuten. Vom 
ersten Sichtbarwerden des Schnallenauswuchses bis zur abgeschlossenen 
Teilung vergehen daher 9—11 Minuten. 
C. Die Querwandbildung wird vom sich teilenden Kern zwar induziert, 
die Fertigstellung erfolgt je- 
doch autonom und ohne er- 
kennbare Beziehung = zum 
Kern (Girbardt 1955b). 
Typ 1: Es wird die nor- 
mal wachsende Spit- 
zenzelle,die keine An- 
zeichen von Schnal- 
lenbildung zeigt, an- 
gestochen. Abb. 2. Beginnender Schnallenauswuchs. Beide 
Die zuriickgeschleuderten Kerne verharren in Nahe des Auswudhses. Die 
Kerne verharren, nachdem die Nucleolen sind stark gedehnt, die AuBenkern- 
Wunde verschlossen ist, langere kenturen lappig zerkliiftet. — Phako lebend. 
Zeit in Ruhe.Sie wandern erneut 2000 : 1. 
nach vorn, wenn das Wachstum 
der Hyphe wieder eingesetzt hat (Abb. 1). Spiater kommt es zu normaler Schnallen- 
bildung und Kernteilung. 


Viele operierte Zellen erfiillen alle an eine normale Hyphenzelle ge- 


stellten Bedingungen. Die Entnahme ciner gewissen Plasmamenge dart 


daher als unschadlich fiir 
die Zelle angesehen wer- 








den. Voraussetzung ist eine 
hinreichend feine Nadel- 
spitze, da sonst die Wunde 








zu groB wird und prak- 
tisch der gesamte Zellin- 
halt ausflieBt. Solche Zel- 
len sterben ab und werden 
nicht in den Kreis der Be- 
Abb. 3. Schema von Operationstyp 2. Die nicht trachtungen gezogen. 

mehr wandernden Kerne werden aus der Schnallen- Typ 2: Der Anstich 
region (a) nach Anstich in der Hyphe zuriickver- 
lagert (b). Nach wiedereinsetzendem Wachstum 
wandern sie ohne vorherige Teilung nach vorn (ce). 








erfolgt. wenn der 
Schnallenauswuchs 
als kleiner Hocker 
sichtbar ist (Abb. 2). 

Die Reaktion der operierten Zelle ist die gleiche wie bei Typ 1 (Abb. 3). 
Nach dem Wiedereinsetzen des Hyphenwachstums wachst der Schnallenhécker 
nicht weiter. Er bleibt Rudiment, auch wenn die wieder nach vorn wandernden 
Kerne ihn passieren. Es wird ein neuer Schnallenauswuchs. oft in unmittelbarer 
Nahe des alten Héckers gebildet, wenn die Kerne sich wieder teilen. 


Die Versuche zeigen, daB in dieser Entwicklungsphase verlagerte Kerne 
g SS} 8 
sich nach der Operation nicht teilen. Daraus darf gefolgert werden. daB die 
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voriibergehende Stérung des Zellgeschehens ausreicht, wahrscheinlich extra- 
und intranucleir ablaufende Prozesse zu unterbrechen. Es bedarf einer 
oft sehr langen Wande- 
rungszeit, ehe sich die Kerne 
an einer neu gebildeten 
Schnalle teilen. 

Typ 3: Der Anstich 
erfolgt. wenn der 
Schnallenauswuchs 
zur Halfte ausge- 
bildetist. 

In dieser Entwicklungs- 
phase liegen beide teilungs- 
bereiten Kerne dicht neben- 
einander im Schnallenbereich 
der Haupthyphe (Abb. 4). Der 
Schnallenauswuchs_ ist rein 
plasmatisch. Keiner der beiden 
AuBenkerne ist eingewandert. Beim Anstich werden beide Kerne verlagert (Abb. 5). 
Die Auflésung der Altkerne und die Kernteilung erfolgen verzégert, laufen aber 
normal ab (weitere Einzelheiten iiber diesen Typ siehe Girbardt 1955 b). Nach- 
dem die Querwande eingezogen sind, wachsen alle drei Zellen weiter (in Abb, 5 
punktiert gezeichnet). 


Abb. 4. Schnallenauswuchs zur Hilfte fertigge- 

stellt. Nur ein Kern liegt in der Schairfeebene der 

Aufnahme. Der heile AuBenkern ragt nicht in den 

Schnallenauswuchs hinein. — Phako  lebend, 
2000 : 1. 


Ein Vergleich von Typ 2 mit Typ 3 lehrt, da der mechanische Ein- 
griff die Kernteilung nur 





dann zu unterdriicken ver- 





mag, wenn ein bestimmtes 
Stadium der Kernentwick- 
lung noch nicht erreicht ist. 
Die Kerne sind nur wah- 
rend der ersten 2—3 Mi- 
nuten der Schnallenbil- 
dung gegen die Verlage- 
rung ..empfindlich*. 
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Durch _ Lichtschockver- 
suche (Girbardt 1957) 
gelingt es, das Wachstum 
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Abb. 5. Schema von Operationstyp 3, Die teilungs- 
einer Hyphe  voriiber-  pereiten Kerne (a) werden zuriickverlagert (b). 
gehend zu sistieren. Er-  Beide Kerne teilen sich (c), und im Gefolge der 
folgt der Lichtschock zu Teilung entstehen die Querwande in der Hyphe. 
Beginn der Sdchnallenbil- Die gebildeten drei Zellen wachsen weiter (punk- 
dung. so teilen sich die tiert in d gezeichnet). 

Kerne nicht. Wird die 


Hyphe dem intensiven Licht ausgesetzt, wenn der Schnallenauswuchs fast 
fertiggestellt ist, so laufen die Kernteilungsprozesse ab, auch wenn wahrend 
dieser Zeit die Hyphe nicht wiachst. Diese Versuche bestitigen die durch 
operative Eingriffe erhaltenen Ergebnisse. 
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Typ 4: Der Anstich erfolgt, wenn der Schnallenaus- 
wuchs voll ausgebildet und einer der beiden teilungs- 
bereiten Kerne in den Schnallenauswuchs gewandert ist. 





SSor~~nnnc-- SS 


Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 6. Schnallenauswuchs voll ausgebildet. Einer der beiden Aufenkerne ragt 
in den Schnallenauswuchs hinein. — Phako lebend, 2000: 1. 


Abb. 7. Schema der Strémungsverhilinisse bei Operationstyp 4. Der vom .,Plasma- 
rutsch* erfafte Teil des Hypheninhaltes schraffiert gezeichnet, der davon -un- 
beriihrte, keine Verlagerung erfahrende Teil punktiert. 


Wie Abb. 6 zeigt, ragt der helle AuBenkern nur mit einem kleinen Teil in den 
Schnallenauswuchs, der weitaus gréRere Teil samt Nucleolus bleibt in der 
Haupthyphe. Nach dem Anstich reift zwar die Str6mung den gesamten Hyphen- 
inhalt (Abb. 7, schraffiert) nach 
riickwirts, sie kann jedoch die 
im Schnallenauswuchs _befind- 
liche Substanz nicht erfassen 
(Abb. 7, punktiert). 

Im Gefolge der Kerntei- 
lungen entstehen in Haupt- 
hyphe und Schnalle je eine 
Querwand (Abb. 8 und 9). 
Die des Schnallenbereichs bil- 
det sich haufig nicht im Schnal- ipfe 
lenhals, sondern in der Haupt- S|°e 
hyphe (Abb. 10). 

Das gleiche Ergebnis wird 
erhalten, wenn die Operation Abb. 8. Schema von Operationstyp 4. Beide tei- 
erfolgt, nachdem bereits beide !ungsbereiten Kerne (a) werden zuriickverlagert 
Altkerne in der Schnallen- (b). An der Stelle. an der beide Kerne nach der 
region eingeschmolzen waren. Operation sichtbar werden, teilt sich nur ein Kern, 
Die Teilung darf jedoch nicht die zweite Kernieilung findet in der Schnalle stati 
beendet und damit die Quer-  (¢). Nach Fertigstellung der Querwande wachsen 
wand induziert sein (Gir- Wei Zellen weiter (punktiert in d), die Schnalle 
bardt 1955b), sonst erhilt fusioniert nicht. 
man Hyphen von Typ 5. 

Meist unterbleibt wiahrend der Weiterentwicklung die Fusion des Schnallen- 
auswuchses. Die Spitzenzelle wird daher normal zweikernig, die Subterminale 
bleibt einkernig. 


























Erstaunlicherweise findet dori, wohin beide teilungsbereiten Kerne ver- 
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lagert wurden (Abb. 8), nur eine Kernteilung statt. Die zweite Teilung er- 
folgt in der Schnalle oder im schnallennahen Bereich der Haupthyphe. 
Unmittelbar nach erfolgter Operation kénnen beide zuriickgeschleuder- 
ien Kerne in der Haupthyphe. weit vom Schnallenauswuchs entfernt, be- 
obachtet werden. Sie sind morphelogisch von intakten Kernen nicht zu 
unterscheiden und werden beide, wie vor der Teilung iiblich, eingeschmolzen. 


Abb. 9. Abb. 10. 


Abb. 9. Nach Typ 4 operierte’Hyphe. Eine Querwand im Schnallenhals. die zweite 
nach riickwarts verlagert. Phako lebend. 1200 : 1. 


Abb. 10. Nach Typ 4 operierte Hyphe. Eine Querwand im Schnallenbereich der 
Haupthyphe. die zweite auBerhalb des Bildfeldes im riickwartigen Teil der Hyphe. 
Nach diesem Verlauf erhalt die Spitzenzelle einen Kern, die zweite Zelle zwei 
Kerne (im Bild sichtbar) und die dritte Zelle einen Kern. Phako lebend, 1200 : 




















Abb. 11. 


Abb. 11. Schnalle nach vollzogener Kernteilung. Der Schnallenkern ist dargestellt. 
die iibrigen drei Kerne sind abgewandert. Die beiden beginnenden Querwiande 
als dunkler Wulst sichtbar. Phako lebend. 2000 : 1. 


Abb. 12. Schema von Operationstyp 3. Nach vollzogener Teilung sind die Kerne. 

wie in a gezeigt. lokalisiert. Die Verlagerung der beiden Kerne aus der Spitzenzelle 

laBt die Subterminale dreikernig werden (b). Dreikernige und kernlose Zellen 
setzen ihr Wachstum fort (ce). 


Dieser Operationstyp ist geeignet. den Beweis zu fiihren, daB unmittel- 
bar vor dem Einsetzen der Kernteilungen die morphologisch distinkte 
Hauptmasse des Kernes fiir die Teilungsvorgange bedeutungslos  ge- 
worden ist. 

Typ 5: Der Anstich erfolgt. wenn nach vollzogener 
Kernteilung die Querwande im Schnallenbereich zwar 


angelegt. jedoch noch nicht fertiggestellt sind. 


5S 
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Die Operation mu erfolgen, wenn die 
ersten Anzeichen der Querwande_ sichtbar 
werden (Abb. 11). Die nach vorn gewander- 
ten Tochterkerne sind dann selten mehr als 
30 von der Schnalle entfernt. Nach 
Anstich werden sie durch die noch offene 
Querwand geschleudert und gelangen in den 
hinter der Schnalle gelegenen Teil der Hyphe 
(Abb. 12). 

Die Querwandbildung erfahrt durch den 
operativen Eingriff kaum eine Stérung, und 
die Wande werden an den bekannten Stellen 
in Haupthyphe und Schnallenhals fertig- 
gestellt. Vereinzelt fusioniert spater die Sub- 


dem 


terminale mit dem Schnallenauswuchs., und 
der Schnallenkern tritt iiber. Meist unter- 
bleibt jedoch die Ausbildung des Fusions- 
hickers (Girbardt 1956b). 

Es gelingt auf diese Weise leicht, eine 
dikaryotischhe Hyphe_ kiinstlich mehr- 
kernig zu machen. Die 3- bis 4-kernige 
Zelle bildet bald einen seitlichen Aus- 
wuchs, in Kerne einwandern 
(Abb. 12, punktiert). Bei der nachsten 
Schnallenbildung (keine Wirtelschnallen 
wie bei natiirlich mehrkernigen!) teilen 


den die 


sich alle Kerne konjugiert. und die eni- 
stehenden Tochterkerne werden auf die 
Zellen verteilt. 


Abb. 13 zeigt das Verhalten einer kiinst- 
lich erzeugten dreikernigen Zelle. Die Kerne 
sowie der beginnende Schnallenauswuchs 
sind in Abb. 13a durch Pfeile markiert. Nach 
der Teilung erhielten die verzweigte Spitzen- 
zelle (rechts) und die kleine ..Zwischenzelle” 
je zwei Kerne. Schnalle und_ riickwiartige 
Zelle je einen Kern, Nach erfolgter Fusion 
besaB die Zwischenzelle drei Kerne. 

Alle Zellen (Abb. 13¢ 
und d). Die einkernige Zelle fusionierte mit 
einer Hyphe und gab ihren Kern ab. Die 
dreikernige bildete Schnalle mit drei 
Wanden. in der Spitzenzelle entstand eine 
normale Schnalle. 


Wie Abb, 12 


wuchsen weiter 


eine 


veranschaulicht. wird 


durch die Kernverlagerung nicht 


nue 
eine mehrkernige Zelle geschaffen. es 
wird gleichzeitig auch die Spitzenzelle 


entkernt. Diese Entkernung geschieht. 





Abb. 13. Operativ erhaltene dreiker- 
nige Zelle wahrend und nach der 
Schnallenbildung. Bei (a) die drei 
Kerne und der beginnende Schna!- 
lenauswuchs durch Pfeile markiert. 
Die nach oben zeigende Hyphe ist 
eine vor der Teilung entstandene 
Verzweigung. die fiir den weiteren 
Ablauf bedeutungslos ist. Nach der 
Kernteilung werden drei Wande ge- 
bildet (b). Die riickwartige, einker- 
nige Zelle wiachst zuerst weiter (ce), 
spater wachst auch die kleine, drei- 
kernige Zelle aus (d). — Phako 
lebend, 1200 : 1. 
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ohne dak die Zelle selbst verwundet wird und darf daher als sehr schonend 
angesehen werden. 

Die kernlose Zelle ist in beschrinktem Mae zum Wachsium befihigt. 
Der gréRte bisher erreichte Zuwachs betrug 400 wu. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Versuche (Typ 2 und 3) zeigen, daf teilungsbereite Kerne je nach 
Entwicklungsphase uniterschiedlichh auf den experimentellen Eingriff 
reagieren. Vielleicht ist hierin ein Hinweis zu sehen, daB die eine Teilung 
einleitenden Prozesse an der Kernmembran angreifen. Es wire denkbar, 
dak eine mégliche enzymatische Auflésung der Kernmembran vom Plasma 
gesteuert wird. Durch die Verlagerung der Kerne in andersartiges Plasma 
kénnte diese Auflésung verhindert werden. 

Wie die elekironenoptischen Untersuchungen (Girbardt 1958) zeig- 
ten, scheint die Kernmembran von Polystictus versicolor keine Poren zu be- 
sitzen, wie sie inzwischen fiir zahlreiche Organismen nachgewiesen wurde 
(Turian und Kellenberger 1956, Anderson und Beams 1956, 
De 1957 und Niklowitz 1957). Es kann daher angenommen werden, 
daf die Barriere zwischen Plasma und Kerninnerem erhalten bleibt. So- 
lange diese Barriere nicht niedergebrochen ist, scheinen die zur Teilung 
fiihrenden Prozesse nicht abzulaufen. Ist dagegen vor dem operativen 
Eingriff die Kernmembran bereits aufgelést oder weitgehend destruiert, so 
findet die Teilung statt (Typ 3). 

Fiir die Vorsiellung einer zumindest weitgehend abgebauten Kernmem- 
bran vor dem Einsetzen der eigentlichen Teilungsvorgange sprechen auch 
die Ergebnisse von Typ 4. Hier lauft die Kernteilung iis der Schnalle un- 
abhangig vom grofen Kernsaftraum ab. Es scheint. daf die teilungswichtige 
Substanz in der Kernspitze konzentriert ist und bereits vor der Operation 
mit dem Plasma in unmittelbarem Kontakt gestanden hat. — Die Phino- 
mene werden in Zusammenhang mit den Untersuchungen iiber die Kern- 
teilungsvorginge an anderer Stelle noch ausfiihrlich zu diskutieren sein. 

Typ 3 gibt dem Experimentator die Méglichkeit. Zellen mit verschie- 
dener Kernzahl zu erhalten. Es wird aufschluBreich sein, solche Zellen zu 
isolieren und weiter zu kultivieren. Ein Vergleich der Wachstumsgeschwin- 
digkeit, Trockensubstanzproduktion etc. von mehrkernigen Kuliuren mit 
der normalen zweikernigen Ausgangskultur diirfte wertvolle Erkenntnisse 
auf physiologischem Gebiet vermitieln. 

In neuerer Zeit konnte gezeigt werden, dafi auch Protisten fiir die Unter- 
suchung der biochemischen Wechselwirkungen zwischen Kern und Plasma 
geeignet sind (Brachet 1950 und 1955, Lorch und Danielli 1953 an 
Amoeba proteus). Von besonderem Interesse ist daher die durch Typ 5 
erzeugbare kernlose Spitzenzelle. 

Die entkernte Zelle kann zusammen mit der kernhaltigen Subterminalen. 
mit der sie durch submikroskopische Poren verbunden ist (Girbardt 1958), 
isoliert werden. Experimente in dieser Richiung miiften offenbaren, wie 
lange eine kernlose Zelle zu wachsen vermag, die von einer kernhaltigen 
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Nachbarzelle méglicherweise mit lebenswichtigen Stoffwechselprodukten 
des Kernes versorgt wird. 

Vielleicht ist es auch méglich, die véllig isolierte kernlose Zelle kiinstlich 
von aufen her mit den fiir die Plasmaneubildung notwendigen Stoffen zu 
versorgen. Da Pilze bekanntlich auf chemisch voéllig definierbaren Sub- 
straten wachsen (Jennison 1948, Jennison, Newcomb und Hen- 
derson 1955), kénnten sie fiir solche Untersuchungen pridestiniert sein. 
Aus den Experimenten wiren weitere Einblicke in die physiologische 
Funktion des Interphasekernes zu erwarten. 


Zusammenfassung 

Die experimentelle Verlagerung der Zellkerne in vegetativen Hyphen 
von Basidiomyceten-Arten gelingt, ohne daf der Zelle Dauerschiden zu- 
gefiigt werden. 

Die zur Teilung fiihrenden extra- und intranucledren Prozesse kénnen 
durch den mikrurgischen Eingriff unterbrochen werden, wenn dieser Ein- 
griff in der Anfangsphase der Teilung erfolgt. Die Kernteilung ist jedoch 
nicht mehr aufzuhalten, wenn sie bereits weiter fortgeschritten ist. Es wird 
angenommen, da die Kernteilungsprozesse mit der Auflésung der Kern- 
membran eingeleitet werden. 

Kernieilung und Einschmelzen der Altkernsubsianz miissen nicht aqui- 
lokal erfolgen. Die Kernteilung in der Schnalle verlauft normal, wenn die 
morphologisch distinkte Hauptmasse des teilungsbereiten Kernes mikrur- 
gisch entfernt wird. 


Im Gefolge der Kernverlagerungen enisiehen wachstumsfahige Zellen, 
die kernlos, ein- oder mehrkernig sein kénnen. 
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Gloeococcus bavaricus n. sp. und Coelastrella 
compacta n. sp. 


Von 
H. Skuja, Uppsala 
Mit 4 Textabbildungen 
(Kingegangen am 5. Marz 1958) 


Herr Prof. H. Skuja. Uppsala, hatte die Giite. zwei im Eggstidter Seengebiet 
gesammelte, physiologisch interessante Algen zu untersuchen; sie erwiesen sich als 
neue Arten. Gloeococcus bavaricus ist durch seine Resistenzeigenschaften ausge- 
zeichnet (vgl. Url und Fetzmann 1958), Coelastrella compacta ist Charakterart 
einer Algengesellschaft des Zwischenmoores (vgl. Héfler, Fetzmann und 
Diskus 1957, S. 63) und vielleicht Anzeiger einer gewissen Karbonathiarte. 
Wir danken Herrn Prof. Skuja herzlich fiir die Uberlassung der Beschreibung 
fiir die Protoplasma-Zeitschrift. Die Redaktion. 


Gloeococcus bavaricus n. sp. (Abb. 1). Zellen ohne etwaige Gallerigeifeln 
(Pseudocilien), breit ellipsoidisch oder rundlich-halbkugelig bis fast kugelig. 
nie jedoch vollig kugelrund, 6—15 « grok, gruppenweise (Teilungsgruppen) 
zu 2—4—8 oder auch mehr in mikroskopischen, abgerundet tetraedrischen 
Gallertkolonien vereinigt, die, wiederum zu vielen, gréBere, unregelmabige 
Tochterverbiinde bilden; vierzellige Verbainde mit der Gallerthiille 40—50 u 
grok, 8—16zellige etwa 60—100 uw grok: die gréRten Verbande kénnen schon 
makroskopische Ausmafe erreichen. Koloniegallerte nach aufen wenig 
scharf, jedoch + regelmafBig begrenzt. farblos und gréftenteils anscheinend 
homogen: nur um die Zellgruppen ist sie bisweilen schwach geschichtet. 
Eigenmembran der Zellen diinn, farblos und véllig glatt, wird bei der 
Vermehrung + regelmaBig in zwei meist zusammenhangende Halften. 
seltener in vier Teile gesprengt. die dann nahe den Tochterzellen in dem 
Gel liegen bleiben und nur allmahlich vergallerten (Abb. 2). Chromatophor 
parietal, becherférmig, spater in der Regel mehrteilig (2—8), gewohnlich 
anscheinend pyrenoidlos: nur bei optimalen Wachstumsbedingungen laBt die 
gréBere der wandstindigen Teilplastiden ein Pyrenoid erkennen: Es ist 
initunter fast nackt, fiihrt gewohnlich aber eine gut entwickelte Starkehiille. 
In den meisten anderen Entwicklungsstadien ist das Pyrenoid, wie er- 
wihnt, + riickgebildet, oder es scheint auch vollig zu fehlen. Pulsierende 
Vakuolen sind nicht vorhanden, wohl ist aber ein Zellkern sichtbar. Ver- 
mehrung durch Teilung des Mutterprotoplasten in ein bis drei Richtungen, 
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wobei zwei bis 6fters vier, seltener acht Tochterzellen gebildet werden, die 
dann eine Zeit lang in Teilungstetraden oder Dyaden vereinigt bleiben. 
Zoosporen nicht beobachtet; héchstwahrscheinlich werden sie jedoch unter 
Umstinden ausgebildet. Altere Zellen kénnen sich zu starkereichen Dauer- 
stadien (Akineten) umwandeln, die kugelrund, bis 20 u grof und mit fester 
Membran versehen sind. 


Lateinische Diagnose: 
Gloeococcus bavaricus n. sp. Cellulae tegumenio mucoso crasso in fami- 
lias 2—8—16 cellulares, initio microscopicas et rotundato-tetraedricas, 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Gloeococcus bavaricus n. sp. 


Abb. 2. Gloeococcus bavaricus n. sp. Phasenkontrastaufnahme; die bei der Ver- 
mehrung abgesprengten Teile der Membran bleiben in der Nahe der Tochterzellen 
liegen. 


deinde plures in aggregationes maiores forma indefinita irregulariter con- 
gestas sociatae. Tegumentum mucosum amplum achroum homogeneumque 
sed circa cellula leviter stratosum. Cellulae late ellipsoideo-rotundatae 
uno latere plusminusve applanatae, 6—15 4 diam., membrana propria 
tenuissima, hyalina et levi praeditae, flagellis vel pseudociliis destitutae. 
Chromatophorum parietale, initio cupuliforme, marginibus dissectis, demu 
pluripartitum, pyrenoide plusminusve reducto. Vacuola contractilia et 
stigma desunt, sed nucleusque singulus extans. Propagatio plasmatis cel- 
lulae matricalis divisione simplici vel repetita in 2—S—16 cellulas filiales seu 
autosporas, quae membranae rupturis in fragmenta 2—4 plus minus con- 
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formia, unico coloniali coherentia, liberatas. Cellulae perdurantes globosae 
ad 20 « metientes, membrana arcta et crassiore. Zoosporae adhuc ignotae. 

Species ut videtur praecipue benthonica, sphagnophila (?), in fossis 
alpinis. 

Die neue Art unterscheidet sich von Gloeococcus Schroeteri (Chodat) 
Lemm., dem sie am nichsten steht, durch die in der Regel breit ellipsoidi- 
schen, an der einen Seite + abgeflachten, nie véllig kugelrunden Zellen, die 
weniger abgerundeten und von aufen nie so scharf abgegrenzten Gallert- 
kolonien, sowie durch die véllig glatte und sehr diinne Zellmembran (bei 
G. Schroeteri ist sie dicker und hat eine kleine monopolare Verdickung), wie 
auch durch den am Rande stark zerschlitzten, spater sogar mehrieiligen 
Chromatophor, dessen Pyrenoid in alterem Zustand weitgehend reduziert 
ist, ja sogar ganzlich fehlen kann. Auch die Lebensweise bzw. Okologie der 
neuen Art ist anders, namlich kaum planktisch, sondern eher schon ben- 
thonisch. 

Die zweite im Zwischenmoor siidlich des Schernweihers bei Hartmanns- 
berg in Bayern am 4. Juli 1957 gesammelte Alge (Abb. 3) ist offenbar eine 
Oocystacee. Die Tochterzellen bzw. Autosporen bilden hier nach der Tei- 
lung des Protoplasten der Mutterzelle je ihre eigene Zellwand und werden 
nur durch die + lange peristierende, die Teilungsprodukte eng umschlie- 
Bende alte Muttermembran zusammengehalten, gehen aber nach deren 
eventuellen Sprengung leicht auseinander. Es gibt hier also weder eine 
typische vegetative Zellteilung, wie bei Protococcus, noch ein Zusammen- 
wachsen der Elemente (Tochterzellen) zu einem echten, vielzelligen Coeno- 
bium. Des weiteren verlaufen die Teilungsebenen hier deutlich schief 
(Abb. 4), nicht rechtwinklig zu der Langsachse der Zellen, und ohne da die 
Muttermembran dabei durch eine Einschniirung von aufen mit geteilt wiirde. 
wie das bei Protococcus der Fall ist. In dieser Hinsicht erinnert die Ver- 
mehrung der Aige weitgehend an die bei den Selenastreen (z. B. Coccomyxa, 
Elakatothrix etc.) der Familie Coelastraceae. Freilich ist die Stellung der 
letztgenannten Unterfamilie im System ja recht problematisch und es steht 
nichts Ernstes im Wege, sie eigentlich in der Nahe der Oocystaceen zu fiih- 
ren. Die Membran der Alge, besonders im alteren Zustand, zeigt eine feine, 
obschon deutlich erkennbare punktiert-granulierte Langsstreifung und eine 
schwache Braunfarbung, nicht aber etwaige besondere polare Verdickungen. 
Die jungen Tochterzellen besitzen zwar (durch die schiefe Teilung bedingt) 
ein mehr zugespitztes, am Apex jedoch stumpfliches, papillenartig geformtes 
Ende, das aber spiter meistens allmahlich ausgeglichen wird; das andere 
Ende ist in der Regel breit abgerundet. Immerhin bleiben die Zellen auch 
im ausgewachsenen Zustand leicht unsymmetrisch, namentlich an der frii- 
heren Teilungsseite flacher als an der anderen. [hr Chromatophor ist wand- 
stiindig, anfangs offenbar einheitlich, wenn auch am Rande mehrweniger 
gelappt, dabei pyrenoidfiihrend; spiter scheint er mitunter in mehrere 
Stiicke zu zerfallen, die dann bisweilen auch etwas zentralwiarts verschoben 
werden kénnen; in dilterem Zustand (besonders in Kulturmaterial) erscheint 
das Pyrenoid oft weitgehend riickgebildet oder es ist nicht mehr festzustel- 
len. Die Zellen sind einkernig und fiihren als Assimilationsprodukt bzw. 
auch Reservesubstanz die gewoéhnliche Starke in Form + reichlich vorhan- 
dener Koérnchen. 

Die Vermehrung der Form geschieht durch die schiefe Teilung des 
Protoplasten. meistens in zwei. seltener vier Tochterzellen, welche bald ihre 
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eigene Membran ausbilden und eine Zeit lang durch die umschlieBende 
Muttermembran zusammengehalten werden. Auf diese Weise kénnen 
4—8, ja sogar 16zellige. dicht zusammengesetzte, kantig-ellipsoidische oder 
unregelmaBig abgerundete. kompakte Verbinde entstehen, die fliichtig 
betrachtet eine gewisse Ahnlichkeit mit den Verbanden eines event. groben 
Protococcus aufweisen kénnen. Bildung von Schwarmern ist nicht bekannt. 

Zellen ellipsoidisch-eiférmig, in der Regel leicht unsymmetrisch und 
heteropol. an einem Ende mehr zugespitzt, am anderen mehr abgerundet. 
10—22 «4 lang, 7—17u breit: zweizellige Verbiinde 13 X 20 u—21 X 40 uw. 
vierzellige 27 * 31 w—28 X 38 u und t6zellige 30 X 45 u—40 X 47 w grok. 


Abb. 3 und 4. Coelastrella compacta n. sp. 


Vergleicht man nun die in Rede stehende Alge mit den bekannten 
Oocystaceen, so fallt gleich die Ubereinstimmung mit der Gattung Coela- 
strella Chodat auf. Eigentlich ist auch nicht zu bezweifeln, daB uns hier 
eine Coelastrella vorliegt. Die Typusart der Gattung C. striolata Chod. ist 
zwar, nach dem bisher Bekannten (Chodat 1922, Korschikow 1953) 
zu urteilen, betrachtlich kleiner, mit nur bis 10 « grofen und in der Regel 
mehr abgerundeten, breit ellipsoidischen Zellen. Die zweite. und zwar von 
Korschikow (I. ¢) zusammen mit C. striolata aus Sphagneten in USSR 
(nicht aber der Ukraine) beschriebene Art. C. levicostata, gleicht der erste- 
ren von Chodat offenbar etwas unvollstandig untersuchten Alge habi- 
tuell vollkommen., soll jedoch gréBere Ausmafe erreichen und glatte. nicht 
punktiert-granulierte Liingsrippen besitzen. Wie weit in diesem Fall eine 
artspezifiische Abgrenzung der Korschikowschen Form berechtigt ist, 
kann wohl noch fraglich erscheinen (man braucht nur die Originalzeich- 
nungen Korschikows von C. striolata mit C. levicostata in seiner 
Bearbeitung der ukrainischen Protococcineen, 1953, Abb. 192 und 193, S. 246. 
vergleichen. um hieriiber bedenklich zu werden). Obschon die bayerische 
Alge dieselbe Membranstruktur wie der Chodat sche Typus besitzt, sind 
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die betrachtlichen Unterschiede in den Ausmafen hier noch mit einer recht 
abweichenden Zellform und hervortretenden cytologischen Unterschieden 
verkniipft. Das meiste spricht also dafiir, da in diesem Fall doch eine 
besondere neue Art der Gattung Coelastrella vorliegt. 


Ihre Diagnose ist folgende: 


Coelastrella compacta n. sp. (Abb. 3, 4). Cellulae ellipsoideo-ovoideae, 
plerumque plusminusve asymmetricae idest heteropoles et uno latere paulum 
applanatae, 10—22 « longae, 7—17 yu latae, raro solitariae, vulgo bipartitione 
intra cellulam matricalem binae, membrana matricali dense indutae vel qua- 
ternae et octonae (vel plurae) eodem modo involutate et varie ellipticeo- 
tetraedrice, bis tetraedrice congregatae et geminatae. Aggregationes 2-cellu- 
lares 13 X 20 u—21 X 40 w, 4-cellulares 27 X 31 u—28 X 38 w et &-cellulares 
30 X 45 u—40 X 47 u diametientes. Membrana satis tenui, initio hyalina, 
deinde dilute ochracea, extus delicate densitesve striolata, striis et granulis 
vel denticulis minutissimis formatis, in cellulae polo attenuato saepe pro- 
tuberantia minute mamilloidea praedita. Chromatophoro parietali, ambitu 
lobato, pyrenoide instructo; postea pyrenoide plusminusve reducto, cellulis 
granulis amylaceis pluribus et crassis impletis. Nucleus circiter media in 
cellula situs. Multiplicatio autosporis binis vel quaternis, eiusdem structurae 
ac cellula maitricalis. Zoosporae ignotae. 

Die Beziehungen von C. compacta zu den beiden friiher beschriebenen 
Arten der Gattung sowie die Unterschiede zwischen ihnen sind schon oben 
erwahnt. 
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Uber Plasmaeinschliisse bei den Zygnemataceen 


Von 
Helmut Kinzel 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 


(Eingegangen am 8. Juli 1958) 


Es ist schon seit langem bekannt, da bei vielen Zygnemataceen, vor 
allem in den Gattungen Zygnema und Mougeotia, das Plasma mehr oder 
weniger viele farblose Blaschen enthalt, die basische Farbstoffe intensiv 
speichern und gerne als ,,Gerbstoffblaschen* bezeichnet werden (vgl. K ii- 
ster 1956, S. 553). Spirogyra enthalt keine dieser schon bei schwacher Ver- 
groRerung sichtbaren Blaschen. Dagegen sind im Protoplasma von Spirogyra 
neben anderen Einschliissen und Organellen in der Regel winzige Kiigel- 
chen (,,Kérnchen* bei Czurda 1937, S. 39) sichtbar, die von der Plasma- 
stromung lebhaft mitbewegt werden. Die ,,Gerbstoffblaschen* von Zygnema 
und Mougeotia hingegen liegen ziemlich ruhig bzw. befinden sich in einer 
ihrer Gréfe angemessenen Brownschen Molekularbewegung. Es ist bei die- 
sen beiden Gattungen im gewoéhnlichen Mikroskop meist auch mit Immer- 
sionsvergroRerung keine Spur einer Plasmastrémung zu entdecken. Be- 
trachtet man eine Zygnema-Zelle aber bei starkster VergréRerung im Pha- 
senkontrast oder in einem guten Dunkelfeld, dann lat sich fast immer 
Plasmastrémung sichtbar machen. Am giinstigsten sind dabei solche Zygne- 
men, bei denen die sternférmigen Plastiden nur einen kleinen Raum in der 
Mitte der Zelle einnehmen, wahrend beiderseits der Querwande die Zell- 
inhalte hyalin sind. Siellt man in diesen hyalinen Teilen auf den oberen 
Plasmawandbelag ein, dann ist im Phasenkontrast oder im Dunkelfeld 
deutlich zu sehen, daf auferst winzige Partikel durch eine lebhafte Plasma- 
strémung fortbewegt werden. Auch bei Mougeotia gelingt haufig der Nach- 
weis einer solchen Plasmastrémung, hier sind die Teilchen gelegentlich auch 
bei starkster VergréRerung im gewéhnlichen Mikroskop sichtbar. (Bei dieser 
Gattung gibt es leider weniger oft hyaline Zellenden). Die grofen ,,Gerb- 
stoffblaschen“ von Zygnema und Mougeotia werden im allgemeinen von der 
Plasmastrémung nicht mitbewegt, héchstens ab und zu ein kleines Stiick 
vorwartsgeschoben. 

In welchem Verhialinis stehen nun die winzigen, mit dem Plasma stré- 
menden Partikel von Zygnema und Mougeotia einerseits zu den bei den 
gleichen Gattungen vorhandenen ,,Gerbstoffblaschen“, anderseits zu den 
stroémenden ,,Kiigelchen* von Spirogyra? Die Gréfe der mit dem Plasma 
strémenden ,,Kiigelchen“ von Spirogyra betragt bei den mittelbreiten Arten 
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ziemlich konstant etwa 0,3 u. Nur bei einer breiten, steilbinderigen Form 
habe ich Gréfen bis zu 0,6 u festgestellt. Die winzigen Partikel, die bei 
Zygnema und Mougeotia von der Plasmastrémung mitgefiihrt werden, 
liegen knapp an der absoluten Auflésungsgrenze des Lichtmikroskopes. 
Exakte GréRenmessungen sind hier natiirlich nicht méglich. Die Partikel 
sind aber sicher nicht gréRer als 0,2 u. Sie sind bei stirkster VergréRerung 
im Phasenkontrast (Zeiss-Stativ W, Neofluar 100/1,30) eben noch als 
schattenhafte Piinktchen erkennbar. Der Gréfenunterschied zu den ,,Kiigel- 
chen“ von Spirogyra ist objektiv betrachtet, nicht sehr grof. Der ziemlich 
groRe Unterschied im visuellen Bild der Zellen kommt offenbar dadurch 
zustande, daft die ,,Kiigelchen* von Spirogyra deutlich oberhalb der Auf- 
lésungsgrenze des Lichtmikroskopes liegen und daher stets gut sichtbar 
sind, wahrend die Partikel von Zygnema und Mougeotia knapp an dieser 
Grenze, z. T. vielleicht sogar unter ihr liegen. Im Dunkelfeld sehen die be- 
sprochenen Teilchen bei Spirogyra, Zygnema und Mougeotia recht ahnlich 
aus. Sie leuchten nur ziemlich schwach auf. So darf man vielleicht doch an 
eine Homologie zwischen ihnen denken. 

Bei Vitalfirbung mit basischen Farbstoffen zeigt sich bei vielen Spiro- 
gyren eine charakteristische Erscheinung, die in den bisher beschriebenen 
Vitalfarbeversuchen mit Spirogyra (z. B. Czaja 1936, Huber 1955) nicht 
in allen Einzelheiten erfaRt worden zu sein scheint und daher noch weiterer 
Untersuchung bedarf. Saugt man etwa durch ein Praparat schwache Neu- 
tralrotlésung in Leitungswasser, dann erscheinen in den Zellen sehr bald 
gefarbte Teilchen, die beziiglich ihrer Gréfe und Lokalisation ganz mit den 
genannten ,,Kiigelchen“ iibereinstimmen. Da sich ein individuelles ,,Kiigel- 
chen“ aber kaum iiber langere Strecken verfolgen laft, so ist schwer zu 
sagen, ob sich wirklich die ..Kiigelchen* anfarben oder aber die gefarbien 
Gebilde durch den Farbstoff aus dem Plasma ausgefallt werden. Die ge- 
farbten Teilchen verkleben bald untereinander und werden dann nicht mehr 
von der Plasmasirémung mitgenommen, hiéchstens ein Stiick weiter- 
geschoben. Diese Teilchenaggregate sind bereits bei schwacher VergréRerung 
sichtbar und sind mit jenen Gebilden identisch, die man bei Vitalfarbever- 
suchen mit Spirogyra als .Kriimel* zu bezeichnen pflegt. Ganz ahnliche 
»Kriimel* entstehen meist auch im Zellsaft. Setzt man mit der Farbstoff- 
zufuhr rechtzeitig aus, dann bleibt die Plasmastrémung erhalten. Nur die 
ungefarbten .,Kiigelchen“ werden von ihr mitgenommen. Die Frage, ob die 
Kiigelchen* farbbar sind oder nicht, bedarf einer eingehenden Uniter- 
suchung. Sollte es sich namlich zeigen, daft tatsachlich die .Kiigelchen* den 
Farbstoff speichern, dann ergiabe dies einen markanten Unterschied zu 
aihnlichen Gebilden bei anderen Zelltypen, z. B. zu den Spharosomen der 
hdheren Pflanzen, die ja freilich auch viel gréRer sind und sich im Dunkel- 
feld anders verhalten. Bei den winzigen. mit dem Plasma strémenden Par- 
tikeln von Zygnema und Mougeotia laRt sich eine eventuelle Anfarbung 
wegen ihrer Kleinheit nicht feststellen. Die ,,Gerbstoffblaschen* speichern 
bekanntlich basische Farbstoffe sehr intensiv. 

Wie steht es nun mit dem gegenseitigen Verhaltnis der zweierlei Plasma- 
einschliisse von Zygnema und Mougeotia? Die ,,Gerbstoffblaschen* sind etwa 
0,7 bis 1 u, gelegentlich bis 1,5 « gro® und dadurch gut von den ,,strémenden 
Partikeln*, die nur 0,2 ~ messen, unterschieden. Dieser Unterschied ist in 
vielen Zellen deutlich zu sehen. Gelegentlich findet man aber auch Zellen 
mit Teilchenpopulationen, in denen Ubergangsgréfen zwischen diesen bei- 

= inl 





500 H. Kinzel: Uber Plasmaeinschliisse bei den Zygnemataceen 


den Typen vorkommen. Es Jaft sich daher noch keine Antwort auf die 
Frage geben, ob es sich hier um zwei verschiedene Arten von Teilchen han- 
delt oder ob etwa die .,Gerbstoffblaschen“ durch eine Hypertrophie der 
kleinen, strémenden Partikel entstehen. Wir wissen ferner noch nicht, ob es 
sich um plasmatische Organellen oder um leblose Einschliisse handelt. Aus 
diesem Grunde wurde in der vorliegenden kurzen Mitteilung auf eine Be- 
nennung der verschiedenen Teilchen verzichtet. 
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8. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologische Chemie am 2./4. Mai 
1957 in Mosbach/Baden. Neuere Ergebnisse aus Chemie und Stoff- 
wechsel der Kohlehydrate. Mit 60 Abb., IV, 190 S. Berlin-Gottingen- 
Heidelberg: Springer-Verlag 1958. DM 29.80. 


Im Mosbacher Colloquium versammeln sich alljahrlich namhafte Ver- 
treter der physiologischen Chemie aus Deutschland und anderen Landern, 
um iiber aktuelle Probleme zu diskutieren. Nach dem vorliegenden 8. Band 
der im Druck erschienen Vortraige und Diskussionen berichteten diesmal 
F. Leuthardt (Ziirich) iiber die Stellung der Fruktose im Intermediarstoff- 
wechsel, B. L. Horecker (Bethesda, U.S.A) iiber die Rolle der Pentose- 
phosphate und des Heptulosephosphates im Kohlehydratstoffwechsel, 
K. Felix (Frankfurt) referierte Versuche von A. J. Lehninger und Mitarbei- 
tern iiber die Bildung von Ascorbinsaure. H. Holzer (Freiburg) sprach iiber 
die Zusammenhiange zwischen aerober Girung und Wachstum, O. Wieland 
(Miinchen) iiber die Wechselbeziehungen zwischen Kohlehydrat- und Feti- 
stoffwechsel. Zwei Vortrage (von E. Lederer, Paris, und K. Lauenstein, Kéln) 
befassen sich mit der Stoffgruppe Glycolipide. 

Der abschlieBende Vortrag von F. Lynen (Miinchen) hat den Titel: Phos- 
phatkreislauf und Pasteur-Effekt. 

Die biochemisch arbeitende Stoffwechsel-Physiologie war in den vergan- 
genen Jahrzehnien hauptsachlich damit beschaéftigt, enzymatische Einzel- 
reaktionen aufzuklaren. Nun aber beginnen (auf Grund der so gewonnenen 
Erfahrungen) mehr und mehr auch groéRere stoffwechselphysiologische Zu- 
sammenhinge in den Gesichiskreis zu treten. Fiir den Zellphysiologen ist 
dabei interessant, daf der Biochemiker, wie dies etwa in dem Vortrag von 
Lynen der Fall ist, zur Deutung seiner Befunde heute bereits die Beteili- 
gung von Zellstrukturen heranziehen muf. Leider pflegen die Biochemiker 
selten das Mikroskop zu beniitzen, ebenso wie umgekehrt die mikroskopisch 
arbeitenden Zellforscher meist eine Abneigung gegen biochemische Arbeits- 
methoden haben. Der weitere Fortschritt der Zellforschung erfordert aber 
ganz offenkundig eine Synthese zwischen diesen beiden Arbeitsgebieten. 
Aus diesem Grunde sei das referierte Biichlein den Zellphysiologen zur 


Lektiire warm empfohlen. H. Kinzel (Wien). 


Handbuch der Pflanzenphysiologie. Hsgb. von W. Ruhland, Band VIII: 
Der Stickstoffumsatz. Redigiert von K. Mothes. Mit 50 Abb.. 
XXI, 1310 S. Berlin-Goéttingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1958. Ganz. 
DM 286.—. (Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches 
Subskr.-Preis DM 228.80.) 

Der .,Stickstoffumsatz* ist mit seinen 1310 Seiten einer der gewichtigsten 
Bande des Handbuches. der grofen Bedeutung des von ihm behandelten 
Gebietes entsprechend. Der Bandredakteur K. Mothes hat mit einem Stab 
von 33 Mitarbeitern aus aller Welt dieses imponierende Sammelwerk zu- 
sammengestellt. Die Darstellung geht vom Erwerb und der Assimilation 
des Stickstoffes durch die Pflanze aus. Hier wird zunachst die Bindung 
freien Stickstoffes durch die dazu befahigten Organismen behandelt, dann 
der im Boden gebundene Stickstoff beziiglich seiner Herkunft und seiner 
Erscheinungsformen. Es folgt ein Kapitel iiber die Assimilation des Stick- 
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stoffes von der Nitratreduktion bis zur Aminosauresynthese. Die nichsien 
beiden Abschnitte behandeln die Proteine, zuniachst als chemische Indi- 
viduen, dann als Teilnehmer am Stoffwechsel. Ein Kapitel iiber den Amino- 
siureabbau und ein weiteres tiber Ammoniakentgiftung und Aminogrup- 
penvorrat schliefen den Proteinteil ab. Hierauf folgt ein Abschnitt iiber die 
Nucleinstoffe. Nun geht die Darstellung auf die sogenannten sekundiaren 
Pflanzenstoffe iiber, wobei ein Kapitel iiber die méglichen biosynthetischen 
Mechanismen (Ringschlu& am N und Methylierung am N) vorausgeschickt 
wird. Die weiteren Abschnitte behandeln dann die biogenen Amine, die Al- 
kaloide, die Blausiureverbindungen und die Melanine. Zum Abschluf des 
Bandes wird noch iiber Stickstoffentbindung und Nitrifikation berichtet, 
schlieBlich iiber die geochemische Bedeutung des Stickstoffes unter beson- 
derer Beriicksichtigung der landwirtschaftlichen Produktion und der Diin- 
ger. Register im Ausmaf von 150 Seiten schliefen sich an. 

er den Band in die Hand nimmt, ist zunichst beeindruckt von der ge- 
waltigen Menge des darin aufgestapelten Wissens und von der erstaunlichen 
Leistung des Redakteurs und seiner Mitarbeiter. Zugleich bietet der Name 
des Bandredakteurs Gewahr dafiir, daf die Arbeit mit einem Sinn fiir 
biologische Gegebenheiten in Angriff genommen und durchgefiihrt wurde. 
Freilich kommen dem Leser auch mancherlei andere Gedanken. Wie wird es 
etwa méglich sein, den Inhalt dieses Handbuches, von dem der einzelne 
kaum einen Band zu iiberblickken vermag, dem Unterricht dienstbar zu 
machen? 

Das letzte Werk, das in seiner Zielsetzung einigermafen dem vorlie- 
genden Handbuch entsprach, war das Lehrbuch der Pflanzenphysiologie von 
Benecke und Jost, dessen zwei Bande man noch getrost einem Rigorosanten 
in die Hand driicken durfte. Wie werden wir nun den Inhalt des vor- 
liegenden Mammutwerkes, das an sich natiirlich gut und notwendig ist, fiir 
die weitere Arbeit in Lehre und Forschung fruchtbar machen? Wir brauchen 
z. B. im deutschen Sprachgebiet dringend ein Lehrbuch der Biochemie und 
Stoffwechselphysiologie der Pflanzen. Wer wird es uns schreiben? 


H. Kinzel (Wien). 


Pflanzliche Virologie. Band I: Einfitithrungindieallgemeinen 
Probleme. Unter Mitarbeit von G. Baumann, Aschersleben, 
R. Bercks, Braunschweig, O. Bode. Braunschweig, Ch. Schade, 
Halle. K. Schmelzer, Aschersleben, H. A. Uschdraweit, Berlin- 
Dahlem, J: V61k, Braunschweig, und H. Wolff gang, Aschersleben. 
Herausgegeben von Maximilian Klin kowski. Mit 103 Abb., X, 279 S. 
1958. Geb. DM. 33.—. Band II: Die Virosendeseuropdischen 
Raumes. Unter Mitarbeit von G. Baumann, Aschersleben, O. Bode. 
Braunschweig, Quantz, Braunschweig, K. Schmelzer, Aschersleben, 

Uschdraweit, Berlin-Dahlem, und J. V61k, Braunschweig. 
Herausgegeben von M. Klinkowski. Mit 251 Abb., VI, 393 S, Geb. 
DM 48.—. Berlin: Akademie-Verlag. 1958. 


Wissensdurstigen war es bisher nicht leicht, in die Phytovirologie, diese 
junge Wissenschaft, die sich jetzt stiirmisch ausweitet, einzudringen; es 
fehlte bisher eine fiir Biologen (Botaniker, Entomologen), Biochemiker und 
Biophysiker in gleicher Weise verstandliche Einfiihrung. Klin kowski hat 
mit einem Stab berufener Mitarbeiter ein solches Werk geschaffen, Theore- 
tiker und Praktiker werden gern nach ihm greifen. Der I. Band legt die 
allgemeinen Probleme der Virologie dar. Nach einer Einleitung, die sich mit 
der geschichtlichen Entwicklung befaft, ferner mit der wirtschaftlichen 
Bedeutung der Virosen, mit der Definition des Virusbegriffes und der Natur 
der Viren, gliedert sich der ,,Allgemeine Teil“ in folgende Kapitel: Sym- 
ptomatologie, Ubertragungsméglichkeiten, Ubertragung durch Insekten und 
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das_ Virus-Insekt-Verhaltnis, Virus-Wirt-Verhaltnis, physikalischhe und 
chemische Eigenschaften der pflanzlichen Viren, Morphologie pflanzlicher 
Viren, Serologie, Variabilitat, Miadichwen und Nomenklatur, Virusnach- 
weis, Bekiampfung pflanzlicher Viren. Besondere Beachtung verdient der 
»Anhang*, in dem ein ,,Kleines virologisches Praktikum“ gebracht wird, 
ein Versuch, der bisher noch nirgends unternommen wurde und der als 
durchaus gelungen bezeichnet werden darf. Der II. Band des Werkes stellt 
als spezieller Teil die Virosen des europdischen Raumes dar, und zwar die 
Viruskrankheiten landwirtschaftlicher und girtnerischer Nutzpflanzen: 
Kartoffel und Tabak, Beta- und Brassica-Arten, Leguminosen, Gemiise- 
pflanzen, Tomate, Kern-, Stein- und Beerenobst, Zierpflanzen, sonstige 
Pflanzen. In beiden Banden werden zur Kennzeichnung der Virosen fast 
ausschlieflich makroskopisch sichtbare Symptome herangezogen. Die mikro- 
skopisch erkennbaren Einschlu&kérper amorpher oder kristalliner Art wer- 
den zwar erwahnt, doch sollten sie als — wenn vorhanden — untriigliche 
Virosenanzeiger noch mehr Beachtung finden. Auf spezielle Literaturhin- 
weise wurde meist verzichtet und nur gréfere Werke und einschlagige 
Zeitschriften angefiihrt. Dieser Verzicht entspricht vielleicht dem Charakter 
des Werkes, wird aber doch von vielen bedauert werden. Das Bildmaterial 
ist ausgezeichnet und sehr reichhaltig. F. Weber (Graz). 


Sparrow Arnold H., John P. Binnington, Virginia Pond: Bibliogra- 
phy on the Effects of Ionizing Radiations on Plants 1896—1955. 
V, 22. S. Brookhaven National Laboratory. Upton New York 1958. $ 2.25. 


Die Literatur der botanischen Seite der Radiobiologie ist so zerstreut 
und wird so unvollkommen zitiert und referiert, da kaum einem Botani- 
ker mehr als nur ein ganz geringer Teil der wirklich existierenden Publi- 
kationen bekannt wird. Es ist daher ein grofes Verdienst, das weitver- 
zweigte Schrifttum mit einer bewundernswerten Gewissenhaftigkeit und 
Exaktheit zusammengestellt zu haben. Die Bibliographie mit ihren 2586 
Literaturzitaten bringt Arbeiten, die schon langst in das unverdiente Grab 
der Vergessenheit versunken waren, ans helle Licht des heutigen Tages, so 
daB sie nun wieder neu verwertet werden kénnen. Das ist in einer Zeit, in 
der die Radiobiologie einem neuen Héhepunkt zustrebt, besonders erfreu- 
lich. Das Werk beriicksichtigt alle Sparten der Wirkungen ionisierender 
Strahlen auf Pflanzen: Cytologie, Genetik, Morphologie, Physiologie. In 
taxonomischer Hinsicht sind die Arbeiten iiber Algen, Pilze, Gymnosper- 
men, Angiospermen registriert, nicht aber die iiber Bakterien. Nicht weni- 
ger wertvoll als die Literaturliste ist der auferst sorgfaltig bearbeitete 
» Subject Index“, in ihm findet man z. B. alle Pflanzen, mit denen strahlen- 
biologisch gearbeitet wurde. Die Hilfe und der Zeitgewinn, die alle Forscher 
der Radiobiologie (und nicht nur der botanischen) diesem Buche von heute 
an auf weite Sicht verdanken, kann wirklich gar nicht hoch genug gewertet 
werden. F. Weber (Graz) 


Stapp, C.: Pflanzenpathogene Bakterien. Mit 100 Abb., 260 S. Berlin 
und Hamburg: P. Parey, 1958. Ganzl. DM 32.— 


Die Einfiihrung in die Lehre von den pflanzenpathogenen Bakterien mit 
Hinweisen auf die einschlagigen bakteriologischen und serologischen Me- 
thoden von Stapp, einem der besten Kenner dieser Materie, wird nicht 
nur fiir den Phytopathologen von hohem Wert und Nutzen sein; sie wird 
auch wesentlich dazu beitragen, Lehrenden und Lernenden, die aus anderen 
biologischen Disziplinen kommen, das Eindringen und Einfiihlen in einen 
Forschungszweig zu erleichtern, der Botanikern und Biochemikern viel An- 
regung zu bieten hat. Besonders der allgemeine Teil des Buches behandelt 
Dinge, die keinem Biologen fremd sein sollten. Das gilt auch fiir den Cyto- 
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logen und Zellphysiologen, die bisher zu achtlos an der neuerlich auf- 
strebenden Bakteriologie vorbeigesehen haben. Aus dem speziellen Teil sei 
besonders der ausfiihrliche Abschnitt iiber das Agrobacterium tumefaciens 
der Beachtung empfohlen; er wird wohl jeden iiberzeugen, daf es sich bei 
der Bildung der Pflanzentumoren um zellphysiologische Probleme handelt. 
die nicht nur den Botaniker angehen. Der ,Stap p* ist ein lesenswertes 
Buch, das ausgezeichnet ausgestattet und dessen Preis méglichst niedrig ge- 


halten ist. F. Weber (Graz). 


Das Virusproblem. Bericht iiber die Jahresversammlung der Deutschen 
Akademie der Naturforscher Leopoldina 7. bis 10. Juni 1957 in Schwein- 
furt. Nova Acta Leopoldina N. F. Band 19, No. 134. Herausgegeben 
von K. Mothes. Mit 2 Bildnissen, 69 Abb. und 4 Tab. i. T., 152 S. 
Leipzig: J. A. Barth. 1957. DM 9.80. 


Immer mehr setzt sich in der Biologie die Ansicht durch, daft von der 
Virologie wesentliche Einsichten in Grundprobleme der Lebensforschung 
zu erwarten sind. Der Kreis der Biologen, die begierig sind, sich in diese 
junge Wissenschaft einfiihren zu lassen, weitet sich rasch. Alle Verdéffent- 
lichungen, die eine solche Einfiihrung erméglichen, werden mit Interesse 
aufgenommen. Ganz besonders gilt dies fiir den Bericht iiber die Jahres- 
versammlung der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina aus 
dem Jahre 1957, die das Virusproblem zum Thema hatte. In acht Voriraigen 
berichteten fiihrende Forscher iiber ihr Arbeitsgebiet in einer Weise, die 
das Verstehen auch weiteren Kreisen erméglicht. Aus dem abgerundeten 
Gesamtbild lat sich erkennen, daft die verschiedenen Teildisziplinen der 
Virologie in erfreulicher Weise immer mehr zu einer Einheit zusammen- 
wachsen und sich gegenseitig férdern und weiterhelfen. Es berichtete 
Schramm iiber ,Aufbau und Vermehrung phytopathogener Viren“, 
Schafer iiber ,Aufbau, Wirkung und Vermehrung tierpathogener Viren“, 
Kellenberger iiber ,Aufbau, Wirkung und Vermehrung der Bakterio- 
phagen“, Enders iber ,Die Bedeutung der Gewebekultur fiir die 
moderne Virusforschung*, Thung iiber ,Die Epideminologie der pflanz- 
lichen Viruskrankheiten*, Bergold iiber ,,Insektenviren*, Réhrer iiber 
»Viruskrankheiten der Tiere und ihre Bekampfung* und Gard iiber 
stand der Poliomyelitisbekampfung*. Manche dargelegten Gebiete sind 
so neuartig und schwierig, daf{ der enge Rahmen nicht ausreichen konnte, 
sie mehr als nur zu skizzieren, das gilt vielleicht besonders von der Genetik 
der Viren. Es ist jedoch die zitierte Literatur so sorgfaltig ausgewahlt, daf 
sich jeder weiterhelfen kann. Auch das Abbildungsmaterial ist reich und 
ausgezeichnet und erleichtert das Verstandnis sehr. So muf man dem Pra- 
sidenten der Akademie, K. Mothes, dankbar sein — der mit einer ein- 
drucksvollen Festrede die Tagung eréffnet hat —, dafi er das hochaktuelle 
Thema Virus fiir diese aa iceawepmen haiee wahlte. Slogteren, auch 
ein Teilnehmer an dem Symposium, charakterisiert die heutige Situation 
der Virologie mit folgenden treffenden Worten: ,,Nach der Entdeckung der 
Viruskristalle sagten die Chemiker, da& die Erforschung der Viren nur 
Sache der Chemiker wire, nicht aber der Biologen. Ich méchte aber sagen, 
je mehr der Untersucher Chemiker ist, um so toter ist das Virus, aber je 
mehr der Untersucher Biologe oder Mediziner ist, um so lebendiger wird 
das Virus.“ Vertreter beider Auffassungen konnten sich bei diesem Sym- 
posium zusammensprechen; dies verlieh ihm einen ganz besonderen Reiz. 
Alle, die durch die Verdffentlichung der Vortrage und der sich anschliefen- 
den Diskussionen die Tagung miterleben kénnen, werden sich diesem 
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